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FREITAS, N.P.P. Inoculacdo de Células-Tronco Mesenquimais autdlogas e
alogénicas, provenientes da medula 6ssea, em tecido muscular de equinos.
Botucatu, 2012. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, S&o Paulo.

RESUMO

A utilizacdo de células-tronco adultas aut6logas surgiu como uma alternativa
terapéutica no tratamento de equinos, com resultados bastante promissores.
Adicionalmente, a terapia com células alogénicas viabiliza a manutencéo de um banco
de células, proporcionando assim seu uso imediato. O objetivo deste trabalho foi
avaliar, morfologicamente, a resposta inflamatéria e detectar as células-tronco
mesenquimais (CTMs) marcadas, autdlogas e alogénicas, ap0s a inoculagdo no
musculo gluteus medius de equinos. Para tal, foram utilizados 15 equinos, divididos
igualmente em trés grupos de cinco animais, sendo o grupo 1 (controle), grupo 2
(células autdlogas), grupo 3 (células alogénicas). Os animais foram submetidos a
puncdo de medula déssea e apOs o cultivo, essas células foram caracterizadas
fenotipicamente por citometria de fluxo e submetidas a diferenciacdo osteogénica,
adipogénica e condrogénica, para caracterizacdo da linhagem mesenquimal. Em
seguida, as células autélogas e alogénicas foram marcadas com o nanocristal
Qtracker 655° e inoculadas no musculo gluteus medius dos grupos 2 e 3,
respectivamente. No grupo 1 foi inoculado PBS (solu¢do salina tamponada com
fosfato). Em cada grupo foi realizada uma biopsia 30 dias antes e outra 24h apds o
transplante das células e a inoculacdo do PBS. A andlise dos resultados das biopsias
demonstrou, por meio de colora¢gdes como Hematoxilina-Eosina, Gomori Modificado e
NADH-tr, que a morfologia e o metabolismo das fibras foram mantidos tanto no grupo
controle como nos grupos tratados. Além disso, foi possivel detectar as CTMs
marcadas no tecido muscular por meio de imunofluorescéncia. Portanto, concluiu-se
gue as CTMs autélogas e alogénicas transplantadas foram detectadas no tecido
muscular de equinos e morfologicamente, ndo provocaram reagdo inflamatoéria 24h

apos o transplante.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, alogénica, nanocristal, musculo,

equino.
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FREITAS, N.P.P. Autologous and allogeneic bone marrow mesenchymal stem
cell transplantation in equine muscle. Botucatu, 2012. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, S&o Paulo.

ABSTRACT

The use of autologous adult stem cells appeared as therapeutic alternative in treatment
of horses with promising results. Allogeneic cell therapy enables maintenance a bank
of cells, thereby providing immediate use. The aim of this study was to evaluate the
inflammatory response and tracker autologous and allogeneic, mesenchymal stem cell
(MSCs) after gluteus medius muscle horse injection. In this research, we used fifteen
horses that were divided equally into three groups of five animals each, with Group 1
(control), Group 2 (autologous cells) and Group 3 (allogeneic cells). The animals
undergo bone marrow aspiration for culture and isolation of mesenchymal cells. These
cells, after culture were phenotypically characterized by flow cytometry and
differentiation for characterization of the mesenchymal lineage. Upon such
identification, autologous and allogeneic cells were marked with Qtracker 655° and
inoculated in the gluteus medius muscle of groups 2 and 3, respectively. In group 1
was inoculated an equal volume of PBS (phosphate buffered saline). In each group a
biopsy was done thirty days before and 24h after inoculation of the cells and PBS.
Biopsies results showed through stains such as hematoxylin-eosin, modified Gomori
and NADH-tr, that the tissue integrity and fiber metabolism was maintained in both,
control and treated groups. Additionally, was possible to detect MSCs tracked in
muscle tissue through immunofluorescence. Therefore, we conclude that autologous
and allogeneic BM-MSCs could be detected in muscle tissue and through morphology

analysis, caused no inflammatory reaction, 24 hours after transplantation.

Key words: Mesenchymal stem cell, allogeneic, nanocrystal, muscle, horse.



1. INTRODUCAO

A atividade fisica intensa e estressante predispfe os equinos as afeccdes
musculoesqueléticas. Terapias alternativas, que auxiliem na recuperacao
dessas lesdes, sdo muito importantes, pois podem minimizar o tempo de
tratamento e 0s custos, assim como garantir o retorno mais rapido as
atividades normais (DOUAT, 2004)

A década de 90 foi marcada por importantes avangos nas pesquisas com
terapia celular objetivando o tratamento de doencas hereditarias, auto-imunes,
dentre outras com poucas perspectivas terapéuticas. Entretanto, até entéo, a
terapia celular esteve restrita a utlizacdo de células hematopoiéticas no
tratamento de doencas hematoldgicas e onco-hematologicas (HERZOG et al.,
2003; MEIRELLES et al., 2006). A partir do inicio do século XXI, com o advento
de novos conhecimentos sobre a plasticidade das células-tronco e com o
surgimento de estudos cientificos que sugeriram a transdiferenciacao direta ou
indireta e diferenciacdo dessas células, estas passaram a ter seu emprego
considerado na terapia celular (HERZOG et al., 2003; MEIRELLES et al.,
2006). Atualmente, a possibilidade de tratamento com células-tronco
conquistou notoriedade devido ao seu potencial, tornando-se a principal
alternativa da terapia celular (LAI et al., 2007).

A partir da descoberta do potencial de diferenciacdo destas células, sua
aplicacao terapéutica tem sido explorada, sob a forma de terapia celular ou da
bioengenharia voltada para transplantes (LEVENBER et al., 2003).

A utilizacdo de células-tronco proveniente de varios tecidos é uma técnica
promissora no tratamento de doencas em equinos, no entanto, as propriedades
e principais caracteristicas das células-tronco permanecem desconhecidas
apesar do seu grande uso empirico e comercial em cavalos (KOCH et al.,
2008). A compreensdo da biologia das células-tronco, assim como seu
potencial uso terapéutico em equinos permanece ainda rudimentar (KOCH et
al., 2009), necessitando assim de mais pesquisas na area.

Nos ultimos anos, o isolamento de células-tronco mesenquimais (CTMs)
tem sido proclamado a partir de varios tecidos equinos. Com base nos critérios
da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), a maioria dessas células

€ designada, mais corretamente, como células mesenquimais estromais



multipotentes, a menos que existam provas de que elas demonstrem in vivo
suas caracteristicas fundamentais de pluripotencialidade e habilidade para
auto-renovacgao (KOCH et al., 2009).

O crescimento e a reparagcdo do musculo esquelético sdo normalmente
mediados pelas células-tronco musculares ou células satélites, as quais
circundam as fibras musculares (FERRARI et al., 1998). Na regeneracéo
muscular, entretanto, o nUmero de precursores miogénicos excede as células
satélite residentes, implicando na migracdo e recrutamento de progenitores
indiferenciados de outras fontes. A contribuicdo das células da medula 6ssea
para a regeneracdo muscular foi inicialmente documentada por Ferrari et al.
(1998), onde foi demonstrado que o transplante de medula éssea, em
camundongos imunodeficientes, cursa com a migracéo de células derivadas da
medula para as éareas de degeneracdo muscular induzida e sofrem
diferenciacdo miogénica, além de participarem da regeneracdo das fibras
lesadas.

Embora a contribuicdo das células-tronco derivadas da medula Ossea
(MO-CTMs) na regeneracdo do musculo esquelético venha sendo
repetidamente documentada, ainda existem duvidas em relacdo a incorporacao
dessas células. Nao estad esclarecido se o que ocorre é exclusivamente o
resultado da fusdo de células inflamatérias para a regeneracdo das miofibras
ou se certas populacdes de MO-CTMs tém a capacidade de diferenciacédo em
muasculo (LUTH et al., 2008). Nesse sentido, se faz importante e viavel a
realizacdo de pesquisas com CTMs marcadas a fim de elucidar o
comportamento e os beneficios dessas células no tecido muscular conforme
proposto no presente projeto de pesquisa.

Baseado nas duvidas sobre a regeneracdo do musculo esquelético com a
utilizacdo de ceélulas-tronco, o estudo de marcadores celulares se faz
necessario para o rastreamento dessas células no tecido. Li et al. (2009)
utilizaram um marcador de membrana celular para rastreamento das células-
tronco mesenquimais, assim como, Guest et al. (2008) utilizaram um plasmideo
verde fluorescente (GFP) como marcador citoplasmatico dessas células para
rastreamento no tenddo de equinos. Adicionalmente, o nanocrsital Qtracker

655 tem sido descrito em vérios trabalhos como marcador citoplasmético, com



capacidade para transferéncia por até seis geracfes de células, sendo util em
diversos estudos como migracdo e morfologia (INVITROGEN, 2007).

Portanto, as pesquisas com células-tronco e engenharia tecidual mostram
perspectivas que provavelmente irdo beneficiar a saude tanto dos equinos
como dos humanos (KOCH et al.,, 2009). Dessa forma, os achados abrirdo
caminho para novos estudos, visando estabelecer terapias mais eficazes para
o tratamento de animais com lesdes musculares. Adicionalmente, a terapia
com células mesenquimais alogénicas viabiliza o seu uso imediato, pela
manutencdo de bancos de células, podendo eliminar fatores como
predisposicdo genética e diminuicdo da potencialidade dessas células devido

ao envelhecimento natural.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do musculo esquelético e fibras musculares

Fibras musculares podem ser classificadas de acordo com reacgles
histoquimicas. Essas caracteristicas de coloracdo sdo Uteis no campo da
fisiologia de exercicio e quando usadas em biopsias musculares, ajudam a
diagnosticar doencas musculares clinicas em equinos. A contratilidade das
fibras é determinada pela atividade miosina-adenosina-trifosfatase (ATPase) e
as fibras musculares podem ser classificadas como fibras de contracdo lenta
(Tipo 1) ou de contracado rapida (Tipo 2). Fibras Tipo 2 podem ser divididas em
subtipos 2A, 2B ou 2X (nos equinos) e 2C; fibras do Tipo 2C s&o encontradas
somente em animais jovens. Fibras musculares podem também ser incubadas
para determinar a atividade de succinato desidrogenase ou de diaforase
dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NADH) para avaliar a capacidade
oxidativa (agrupadas como tendo alta ou baixa atividade). O contetudo de
glicogénio de musculos pode ser determinado por de uma reacdo ao acido
peridédico de Schiff (PAS), a qual revela que fibras Tipo 1 apresentam menos
glicogénio que as do Tipo 2 (STASHAK, 2006).

2.2 Tipos de fibras musculares

Usando uma combinacgao de capacidade oxidativa e atividade de miosina-
ATPase, trés principais categorias de musculo esquelético equino podem ser
identificadas, incluindo fibras Tipo 1 altamente oxidativas de contracdo lenta
(FO), fibras Tipo 2A altamente oxidativas de contracdo rapida (FOG) e fibras
Tipo 2X pouco oxidativas e de contracao rapida (FG). As diferencas de fibras
altamente oxidativas e pouco oxidativas sdo razoavelmente distintas no equino
nado treinado, mas tornam-se mais dificeis com o avan¢o do treinamento. Em
humanos, a capacidade para atividade muscular (ou seja, comportamento
atlético) pode ser relacionado ao perfil individual de fibras musculares. Estudos
mostraram que corredores de longa distancia normalmente apresentam uma
proporcdo maior de fibras de contracdo lenta que a populacdo em geral,
enquanto corredores de curta distancia apresentam uma predominéncia de
fibras de contracdo rapida. Em equinos, as diferencas entre a distribuicdo dos

tipos de fibras foram associadas com diferencas na resposta metabdlica ao



exercicio e quando a fadiga muscular tera maior probabilidade de acontecer
(STASHAK, 2006).

Fibras Tipo 1 sao fibras vermelhas de alta oxidacao e lenta contracdo que
apresentam menor capacidade de armazenar glicogénio que as do Tipo 2. Elas
tém sistema de enzimas glicoliticas pouco desenvolvidos e apresentam baixa
velocidade de contragdo. Mostram pouca ou nenhuma fadiga, sdo boas para
velocidades baixas e estdo equipadas para o metabolismo aerébio; séo as
primeiras fibras formadas na miogénese no embrido e conservam sua
capacidade aerObia de contracdo lenta durante toda a vida do animal
(STASHAK, 2006). Snow et al. (1981) mostraram que equinos com pProporgéao
mais alta dessas fibras normalmente tém o melhor recorde de desempenho em
eventos de resisténcia.

Fibras Tipo 2X sdo fibras brancas de contracdo rapida que apresentam
um caminho glicolitco bem desenvolvido, mas poucas mitocondrias.
Apresentam, com rapidez, fadiga, mas sao utilizadas para atividades de fases
altamente energéticas e de curta duracao. Fibras Tipo A sao fibras vermelhas
de alta oxidacdo e rapida contracdo que apresenta grandes capacidades de
armazenamento de glicogénio, uma sequiéncia glicolitica bem desenvolvida e
muitas mitocondrias. Essas resistem melhor a fadiga que as do Tipo 2B e séo
mais adequadas para atividade mantida de fase (STASHAK, 2006).

Em humanos se acredita que a proporcdo de fibras Tipo 1 em relacdo a
fibras Tipo 2 nos muasculos seja controlada geneticamente. Em equinos, a
proporcao de fibras no musculo gluteo médio pode ser relacionada a raca e ao
tipo de trabalho para o qual a raca foi selecionada. E coerente aceitar que
cavalos Quarto de Milha e Puros Sangues Ingleses, que séo envolvidos em
eventos de corrida, apresentam menos fibras Tipo 1 e mais do Tipo 2B e 2A
que racas como o Arabe, mais utilizadas para eventos de resisténcia
(STASHAK, 2006).

2.3. Miopatias em equinos
As miopatias sdo relativamente comuns na espécie equina e no passado
receberam nomes como: “Mal da segunda-feira”, Azoturia, Mioglobinuria

paralitica, Rabdomidlise e Tying up. Atualmente sabe-se que as mesmas



manifestacdes clinicas sdo comuns a diferentes enfermidades com diferentes
etiologias (VALBERG, 2006; ALEMAN, 2008).

As miopatias em equinos foram classificadas por Aleman (2008) em trés
grandes grupos: ndo associadas ao exercicio, associadas ao exercicio e devido
alteracédo da conducéao elétrica do sarcolema.

O grupo das miopatias ndo associadas ao exercicio inclui as de causa
nutricional (deficiéncia de vitamina E e Se) (LOFESTD, 1997), metabdlica
(deficiéncia da enzima ramificadora de glicogénio e por acumulo de
polissacarideo) (WARD et al. 2004; VALBERG 2006) , téxica (MARTIN et al.
1981; CASSART et al. 2007; BEZERRA et al. 2000), traumatica, inflamatoria
(bacterianas, virais, parasitarias e imunomediadas) (SPONSELLER et al. 2005;
PEEK et al. 2003; LEWIS et al. 2007; ALEMAN, 2008) e associada a anestesia
(hipertermia maligna) (ALEMAN, 2008).

As miopatias associadas ao exercicio podem ser esporadicamente
causadas por perda do condicionamento fisico, desequilibrios hidroeletrolitico e
nutricional, exaustdo e insolacdo. Ja de forma crbnica estdo associadas a
causas genéticas (Rabdomidlise recorrente e miopatia mitocondrial)
(DRANCHAK et al. 2005; VALBERG, 2006), traumaticas e metabdlicas (por
acumulo de polissacarideos) (VALBERG, 2006).

Por dltimo, a miopatia que afeta a conducdo elétrica do sarcolema
compreende a paralisia periddica hipercalémica e a miotonia congénita
(VALBERG, 20086).

A classificacdo das miopatias em equinos tende a se expandir
rapidamente nos préoximos anos, com o melhor reconhecimento das sindromes
clinicas e o emprego de técnicas histolégicas, bioquimicas e moleculares no
diagndstico. Para isso, a biopsia muscular é uma técnica fundamental para a

avaliacdo das fibras musculares, auxiliando no diagndstico da enfermidade.

2.4 Células-satélites e Regeneracao Muscular

Musculos esqueléticos de mamiferos adultos exibem uma grande
capacidade de se adaptarem a demandas, como crescimento e injuria. Os
processos pelos quais essas adaptacdes ocorrem sdo atribuidos a uma
pequena populagcédo de células que sdo residentes no musculo denominadas

células satélites ou células precursoras miogénicas (HAWKE & GARRY, 2001).



As células satélite ou células-tronco musculares foram primeiramente
descritas em musculos de sapos por Mauro (1961) baseado na sua morfologia
e posicdo na miofibrila madura; e foram mais tarde identificadas em musculo
adulto de aves e mamiferos (ARMAND et al.,, 1983; SCHULTZ, 1976;
BISCHOFF, 1994). Essas células aderem a superficie dos miotubos para a
formacdo da lamina basal, de forma que essa ultima circunda a miofibrila,
proporcionando assim, que as células satélites se disponham de forma
continua (ARMAND et al., 1983; BISCHOFF, 1994).

Células satélites no musculo esquelético adulto s&o normalmente
mitoticamente quiescente, mas séo ativadas em resposta ao estresse induzido,
como exercicio ou trauma (APPELL et al., 1988; ROSENBLATT et al., 1994;
SCHULTZ et al., 1985; BISCHOFF, 1994; GROUNDS, 1998). Os descendentes
das células satélites ativadas, chamados precursores miogénicos celulares
(mpcs), sofrem mdltiplas divisbes para a fusdo com miofibrilas novas ou
preexistentes (APPELL et al, 1988; BISCHOFF, 1994, GROUNDS &
YABLONKA-REUVENI, 1993).

O numero de células satélites quiescentes no musculo adulto continua
relativamente constante apOs passar por varios ciclos de degeneracdo e
regeneracao, demonstrando a sua capacidade para auto-renovacédo (GIBSON
& SCHULTZ, 1983; SCHULTZ & JARYSZAK, 1985). No entanto, 0 nimero e o
potencial de duplicacdo das células satélites tornam-se intensamente reduzidos
nas enfermidades musculares, como na Distrofia Muscular de Duchenne,
provavelmente devido aos altos niveis de regeneragéo exigidos (BULFIELD et
al., 1984; EMERY, 1998; SCHULTZ & JARYSZAK, 1985; WEBSTER & BLAU,
1990).

O processo de regeneracdo € caracterizado por duas fases: a fase
degenerativa e a fase regenerativa. A morte das fibras musculares ou de
fragmentos de fibras seja por apoptose ou necrose, ocorre em consequéncia
dos defeitos bioquimicos primarios causados pela patogenia. A morte de
células ativas varia dependendo do muasculo que é examinado, da idade do
paciente e da espécie que manifesta a doenca. Esse evento € marcado pelo
rompimento do sarcolema das miofibrilas, resultando em um aumento na
permeabilidade refletido por uma elevacdo do nivel sérico de proteinas

musculares como a creatina quinase, que é geralmente restrita ao citosol da



célula muscular. Nessa fase ocorre a ativacdo de células mononucleares,
principalmente células inflamatérias e células satélites. A regeneracao
muscular que segue a morte celular reflete as mudangas secundarias,
caracterizadas pela substituicdo do musculo por tecido adiposo ou conectivo,
logo apds a perda de sua capacidade regenerativa (CHARGE & RUDNICKI,
2004).

2.5. Células-tronco

O termo célula-tronco foi criado no século XIX por Edmund Beecher
Wilson, que descreveu o termo como um sinbnimo para células germinativas
primordiais mitoticamente quiescentes (WILSON, 1896).

Células-tronco séo definidas como células que tém a capacidade de auto-
renovacao in vivo, proliferacdo extensiva e de diferenciacdo em um ou mais
tipos celulares (THOMSON et al., 1998; ODORICO et al., 2001; PITTENGER et
al.,, 1999). Nesse sentido, teoricamente, estas células poderiam ser
multiplicadas no laboratério e induzidas a formar tipos celulares especificos,
que quando transplantados, regenerariam o 6rgao lesado.

As células-tronco podem ser encontradas no embrido, no cordao
umbilical, possivelmente na placenta e no individuo adulto. No adulto,
localizam-se em maior concentracdo na medula 6ssea, mas também como
células-satélite nos tecidos e em pequenas quantidades até no sangue
periférico. Por questbes éticas e pela facilidade de obtencédo, h& tendéncia de
utilizacado destas células do proprio individuo enfermo ou lesado, através de
puncdo de medula 6ssea (LEVENBER et al., 2003).

As células-tronco podem ser classificadas quanto a potencialidade, ou
seja, a capacidade de uma célula originar novos tipos celulares como:
totipotentes (capazes de gerar todos os tipos celulares embriondrios e extra-
embrionarios), pluripotentes (capazes de diferenciagdo em células
pertencentes aos trés folhetos embrionarios e também as células germinativas
primordiais) (BENJAMIM et al., 2000), multipotentes (capacidade de
diferenciacao limitada a determinados tipos celulares) e unipotentes (capazes
de gerar um unico tipo de tecido) (FIBBE, 2002).

Por outro lado, as células-tronco também podem ser classificadas de

acordo com a origem: embrionaria (obtida nos estagios iniciais do



desenvolvimento embrionario) (GARGETT, 2004) e adultas (isoladas de 6rgéos
e tecidos diferenciados, como a medula 6ssea) (GRINFELD & GOMES, 2004).

Em 1960, foi identificado pela primeira vez que células derivadas da
medula Ossea foram capazes de se diferenciar em células de origem
mesenquimal (FRIEDENSTEIN & PETROKOVA, 1966). Nas ultimas duas
décadas, as células-tronco adultas multipotentes tém sido agrupadas em
hematopoiéticas e mesenquimais, baseado no seu potencial de diferenciacéo.
CTMs séo algumas vezes referidas como células-tronco estromais ou células-
tronco do estroma da medula 6ssea, uma vez que elas foram primeiramente
isoladas e descritas em aspirados da medula 6ssea (MARION & MAO, 2006).
Em equinos, a puncdo de medula O6ssea € realizada preferencialmente na
regido do esterno, aproximadamente na 5% esternébra, conforme Barreira et al.,
(2008).

Células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea (MO-CTMs) séo
encontradas na fracdo ndo hematopoiética do estroma, a qual abrange uma
populacdo heterogénea de células incluindo adipdcitos, macréfagos, células
reticulares, osteogénicas, musculares e endoteliais (LEE & HUI 2006).

A habilidade dessas MO-CTMs de se diferenciar em células de linhagens
diferentes (osteoblastos, condrdcitos e adipécitos) atualmente esta amplamente
comprovado por varios estudos em camundongos e humanos (JOHNSTONE et
al., 1998; PITTENGER et al., 1999; BARRY et al., 2001; JIANG et al., 2002) e
em equinos (KOERNER et al., 2006; VIDAL et al., 2006).

As caracteristicas minimas apresentadas pelas CTMs devem ser
apresentadas in vitro, para que as mesmas possam ser utilizadas em estudos,
segundo as recomendacbes da ISCT. Segundo essa sociedade, para se
reconhecer as CTMs em cultura, estas devem apresentar morfologia
fibroblastéide, capacidade de diferenciacdo e expressar um conjunto de
marcadores de superficie celular (DOMICINI et al., 2006).

A maioria dos marcadores utilizados para a caracterizacdo das CTMs,
ainda nado foi desenvolvida especificamente para a espécie equina e ha
evidéncia de que alguns marcadores disponiveis para outras espécies nao
apresentam reagao cruzada com as CTMs do cavalo (TAYLOR et al., 2007).
Essa caracterizacdo celular é realizada através de um aparelho denominado

citbometro de fluxo. Através dele, varios estudos sobre CTMs demonstraram
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reacao positiva para: CD13, CD29, CD44,CD73, CD90, CD105, CD166 e
negativa para: CD10, CD14, CD24, CD31, CD34, CD36,CD38, CD45 (ZUK et
al., 2002; KERN et al., 2006).

Segundo Frisbie & Smith (2010), a grande atencdo ou interesse no uso
das células-tronco esta relacionado ao seu potencial de regeneracdo, o qual
poderia ser atribuido aos efeitos paracrinos, migratérios, imunomoduladores,
antiinflamatorios e antiapoptéticos. Em medicina equina a terapia com CTMs
ainda estdo restritos ao tratamento de lesbes tendineas e osteoarticulares.
Porém, alguns estudos ja obtiveram resultados promissores para sua utilizacao

na reparacao de diversos tecidos, inclusive extra-mesenquimais.

2.5.1. Contribuicdo das MO-CTMs para a Regeneragdo muscular

O namero de células satélite no musculo esquelético adulto é muito menor
do que o numero de células precursoras miogénicas enviadas para o tecido
muscular logo apos a lesdo (GROUNDS et al., 1992). Muitas explicacdes para
esse aparente paradoxo tém sido propostas, como a migracdo de células
satélites de fibras adjacentes ou até mesmo de muasculos vizinhos e
recrutamento de progenitores indiferenciados de outras fontes (COSSU, 1997).

Embora os mioblastos ou células precursoras musculares (SMYTHE et al.,
2001; PARTRIDGE, 2002; PRICE et al., 2007) tenham sido usados, nos
primeiros estudos, como células doadoras, as MO-CTMs emergiram como uma
alternativa atrativa de tratamento. I1sso ocorreu devido a baixa sobrevivéncia
dos mioblastos, a rejeicdo imune e baixa taxa de migracdo das células
transplantadas. Além disso, os constantes ciclos de degeneracao-regeneracao
levam a uma redugdo no pool de células-satélites, em diversas miopatias
(HESLOP et al.,, 2000). Adicionalmente, SAmpaolesi et al., (2006)
demonstraram que o transplante de células sadias do hospedeiro
apresentavam melhores resultados quando comparados com o transplante de
células geneticamente modificadas em modelos de caes distroficos.

Friedenstein et al., (1976) foram os primeiros pesquisadores a observar
gue a medula 6ssea continha células com formato de fibroblastos,
denominadas CTMs, que eram capazes de se diferenciar em outros tipos
celulares. A ativacdo espontanea para a diferenciacdo miogénica de células de

origem mesodérmica, co-cultivadas com células musculares ou injetadas in
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vivo em musculos em processo de regeneracdo, tem sido documentada por
muitos anos (COSSU, 1997). Em 1998, Ferrari et al. descreveram pela primeira
vez que as células da medula 6ssea contribuiam para a regenera¢cdo muscular
através de um estudo onde o transplante de medula 6ssea, por via sistémica,
em camundongos imunodeficientes, cursava com a migracdo das MO-CTMs
para as areas de degeneracdo muscular induzida e sofriam diferenciacao
miogénica, além de participarem da regeneracgdo das fibras lesadas.

Em estudos com camundongos foi observado que a medula éssea,
mesmo quando com numero reduzido de fibroblastos e outros componentes
celulares, € capaz de dar origem a fibras musculares com alta eficiéncia. Em
vez de conversdo miogénica, esses experimentos sugeriram a existéncia de
progenitores celulares, dotados de potencial miogénico, no interior da medula
0ssea (COSSU & MAVILIO, 2000).

Baseado nisso, a selecdo de uma populacdo de células-tronco com
caracteristicas de multipotencialidade, como as oriundas da medula 06ssea,
surgiu como uma opc¢ao para o tratamento de miopatias primarias (COSSU &
MAVILIO, 2000).

MO-CTMs s&o capazes nao somente de suportar hematopoiese, mas
também de autorenovacdo e diferenciacdo em células da camada
mesodérmica como 0s osteoblastos, condrdcitos, adipocitos e mioblastos.
Portanto, a medula 6ssea tem sido considerada uma boa fonte tanto para
células-tronco hematopoiéticas (CTH) como CTMs (SMYTHE et al.,, 2001;
PARTRIDGE, 2002; PRICE et al., 2007).

Recentemente, segundo pesquisas de Ayub-Guerrieri (2008), utilizando
modelos murinos mdx (camundongos distroficos), foi constatado que as CTMs,
em cultura, possuem a capacidade de fuséo e diferenciacdo espontanea em
fibras musculares, independentemente de outros tipos celulares ou de inducéo
in vitro a miogénese. Desde entdo, varios estudos tém avancado no
entendimento do fendtipo, fisiologia, potencial de diferenciacdo e possiveis
aplicacdes clinicas dessas células.

Conforme pesquisas de Bacou et al., (2004), foi descrito miogénese in
vivo pela primeira vez, apesar do seu estudo utilizar CTMs provenientes do
tecido adiposo. Nesse estudo, células-tronco derivadas de gordura foram

injetadas no musculo tibial anterior de coelhos apos lesdo induzida com
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cardiotoxina. Os resultados mostraram que o musculo tratado apresentou-se
mais pesado, com fibras musculares significativamente maiores e mais fortes.

Mizuno (2010) também demonstrou que células-tronco derivadas do
tecido adiposo possuem a capacidade de se diferenciarem em células
musculares esqueléticas in vitro, tanto em co-cultura com mioblastos como
guando cultivadas em meio suplementado com soro de equinos. Além disso, foi
observada a fusdo espontanea dessas ceélulas e subsequente formacdo de
estruturas semelhantes a miotubos em passagens iniciais, com alta densidade
celular. Adicionalmente, utilizando camundongos mdx, essas células derivadas
do tecido adiposo também demonstraram capacidade para diferenciacao
miogénica in vivo.

Devido ao fato das MO-CTMs serem atualmente aprovadas para o
tratamento de inumeras doencas humanas, incluindo anemia de fanconi
(KOHLI-KUMAR et al., 1994), deficiéncias imunolégicas (GATTI et al., 1968),
doencas metabdlicas (PARKMAN et al., 1995) e imperfeita osteogéneses
(HORWITZ et al., 2001), investigacGes sobre a habilidade das MO-CTMs na
contribuicdo para a regeneracao de fibras musculares, tém sido intensificadas.

2.7 Terapia Autdloga x Terapia Alogénica

As primeiras aplicacdes terapéuticas de células-tronco ocorreram com o
uso de células multipotentes derivadas de tecidos adultos, tanto em
transplantes autdlogos como alogénicos (Lottenberg & Moreira-Filho, 2004).

Entende-se por autdlogo o material transplantado que foi colhido do
proprio individuo; alogénico é aquele proveniente de um doador que ndo seja o
préprio individuo transplantado (Ferreira et al., 2011).

A terapia celular em equinos tem sido realizada utilizando-se MO-CTMs
autologas, ou seja, derivadas do proprio animal. SMITH et al. (2003) relataram
o transplante de MO-CTMs aut6logas no tenddo flexor digital superficial de
equinos e esse método esta sendo usado para tratar diversos casos clinicos.

Apesar da maior descri¢cao na utilizacdo de CTMs em equinos ser feita na
forma de transplantes autélogos, a aplicacdo de células alogénicas € uma
alternativa, pois propicia 0 seu uso imediato, pela manutengcéo de um banco de
células, além de eliminar fatores como predisposicdo genética e diminuicdo do

potencial em decorréncia do envelhecimento (LEUNG et al., 2006).
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Baseado na medicina regenerativa, que tem como objetivo substituir
células lesadas, o processo imune natural de rejeicdo de tecido alogénico
poderia impedir a realizagcdo dessas ambi¢cdes. No entanto, de acordo com
achados de co-cultura in vitro, foi demonstrado que as CTMs evitavam essa
rejeicdo em humanos e modelos animais (RYAN et al., 2005).

Trés mecanismos principais contribuem para esse efeito. Primeiro, as
CTMs séo hipoimunogénicas, frequentemente com pouca expressédo de MHC Il
e moléculas co-estimulatérias. Segundo, essas células previnem indiretamente
a resposta das células T atravées da modulacdo das células dendriticas e
diretamente, pelo rompimento das células natural killer, assim como a funcéo
das células T CD8+ e CD4+. Terceiro, as CTMs induzem a uma supressao
local através da producdo de prostaglandinas e interleucina-10 (RYAN et al.,
2005).

Recentemente Guest et al., (2008) demonstraram que as células-tronco
autblogas e alogénicas de equinos poderiam ser utilizadas sem, no entanto,
provocarem efeitos indesejaveis no receptor, como a resposta imune mediada
por células, possibilitando dessa forma, que a terapia com células autélogas e

alogénicas sejam utilizadas no tratamento.

2.8 Marcacao celular

A busca por métodos fluorescentes capazes de detectar cada vez
menores quantidades de biomoléculas sofreu muitos avangos nos ultimos anos
(GWINN & VALLYATHAN, 2006). No entanto, foi com o advento da
nanotecnologia que as perspectivas para a utilizacdo de nanoparticulas em
diagnosticos de doencas tornaram-se a principal promessa das pesquisas
médicas, principalmente com os estudos que envolvem administracdo de
medicamentos, terapia e investigacdo genética, marcacdo molecular e métodos
de deteccédo Optica, desencadeando uma revolugcdo molecular (BORM, 2006).

Portanto, os pontos quanticos coloidais (Quantum dots) s&o nanocristais
fluorescentes e fotoestaveis que vém sendo utilizados com sucesso para a
marcacao de células in vitro e posterior identificacéo destas in vivo (BRUCHEZ,
2005).

A utilizacdo dos nanocristais como marcadores fluorescentes (SZENT-

GYORGVI et al., 2008) s6 ocorre porque ha comprometimento do marcador
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com a permeabilidade do plasma da membrana celular, por endocitose e
guimiotaxia, e ndo provoca efeitos deletérios na fisiologia normal endocitica
(AZZAZY et al., 2006). Aléem do mais, a fluorescéncia do nanocristal pode ser
detectada por pelo menos quatro geracdes celulares, sendo que algumas
células podem permanecer marcadas por até duas semanas. Esse tempo €&
suficiente para acompanhar até mesmo um virus ou uma mitose celular ao
longo de um processo bioldgico (DONALDSON et al., 2004).

Pesquisadores do Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria
de Santa Maria (UFSM) estdo utilizando células-tronco adultas in vivo e
cultivadas, colhidas da medula 6ssea na regeneracédo de lesbes provocadas
cirurgicamente em tecidos de cées (tenddes e o0ssos) com variados graus de
vascularizacdo, em trabalhos experimentais e aperfeicoando protocolos de
transplantes destas nas lesdes com finalidades terapéuticas. Portanto, 0s
grupos de pesquisa estdo utilizando nanomarcadores Qtracker 655 com
objetivo de identificacdo e quantificacdo de céulas-tronco in vivo e in vitro
precedendo o transplante tecidual e posteriormente durante as fases de
cicatrizagdo (OLSSON et al., 2011)

Recentemente, pesquisadores do Programa de Pds-graduacdo em
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu (UNESP), também vém
desenvolvendo pesquisas utilizando CTMs, colhidas da medula Ossea
(OLIVEIRA, 2011 e CARMO, 2012) e tecido adiposo de equinos (CARVALHO,
2012), marcadas com o Qtracker 655 para o tratamento de tendinite induzida e

posterior rastreamento dessas células.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral
Avaliar morfologicamente a resposta inflamatéria do muasculo gluteus
medius sadio ao transplante autélogo e alogénico de células-tronco

mesenquimais (CTMs), provenientes da medula 6ssea.

3.2 Objetivos especificos

e Comprovar a morfologia fibroblastéide e a aderéncia das CTMs;

e Caracterizar fenotipicamente as CTMs com os marcadores CD44",
CD90" e CD34’, por meio de citometria de fluxo.

e Avaliar a capacidade de diferenciacéo in vitro das CTMs nas linhagens
condrogénica, osteogénica e adipogénica.

e Padronizar a marcacdo e a deteccdo das CTMs com nanocristal
Qtracker 655°.

e Avaliar a possibilidade de detectar, por meio de ultrassonografia do
musculo gluteus medius, as CTMs autélogas e alogénicas, marcadas

com nanocristal Qtracker 655°.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 15 equinos
mesticos, adultos, fémeas e machos, com idade entre 6 e 12 anos e peso
corporal entre 300-500 kg. Os animais receberam capim picado, feno de Coast
Cross e concentrado comercial, duas vezes ao dia. Adicionalmente, o
fornecimento de agua e sal mineral foi ad libitum.

Durante a fase experimental os animais foram mantidos em piquetes no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista-UNESP/Botucatu.

Duas semanas antes de iniciar o experimento, todos os equinos foram
vermifugados, pesados e submetidos ao exame fisico. Somente animais

clinicamente sadios foram utilizados no experimento.

4.2 Delineamento

No estudo foram utilizados trés grupos de cinco animais, sendo Grupo 1
(controle), Grupo 2 (CTMs autélogas) e Grupo 3 (CTMs alogénicas).

Os animais dos grupos 2 e 3 foram submetidos a puncdo de medula
0ssea na regiao do esterno no décimo quinto dia do experimento, de forma que
cada animal do grupo 2 recebesse célula do préprio doador e os animais do
grupo 3 recebessem células de doadores diferentes, escolhidos aleatoriamente
dentro do grupo. ApoOs a coleta, esse material foi encaminhado ao Laboratoério
de Reproducéo Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Dep. de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ/UNESP Botucatu, para isolamento,
cultivo, diferenciacdo, caracterizacdo e marcacdo das CTMs com nanocristal
Qtracker 655°.

A linhagem de CTMs foi confirmada por marcadores de superficie, com
leitura em citdmetro de fluxo FACS Calibur no Hemocentro da Faculdade de
Medicina — UNESP/Botucatu. Foi utilizado o protocolo padrédo sugerido pelos
fabricantes de cada um dos anticorpos primarios (CD 34, CD 44 e CD 90) e
secundarios (goat anti-mouse IgG-FITC).

A diferenciacdo celular in vitro foi realizada apds as células em cultivo

atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%, sendo realizadas para as
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linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica, seguindo metodologia do
fabricante.

Para a marcacdo das CTMs foi utilizada uma garrafa de cultivo com
aproximadamente 80% de confluéncia. O procedimento para marcagao com 0
Qtracker® Cell Labeling Kit foi realizado conforme metodologia descrita pelo
fabricante (Invitrogen®.

Foi utilizada uma média de 2 x 10° células, as quais foram marcadas,
suspensas em PBS e inoculadas no musculo in vivo, sendo o grupo 1 (n=5)
inoculado 100uL de PBS (solucédo salina tamponada com fosfato); grupo 2
(n=5) e grupo 3 (n=5), foi utilizado 100uL de CTMs autblogas e alogénicas,
respectivamente, marcadas com o nanocristal.

O transplante celular foi realizado no trigésimo dia do experimento, no
musculo gluteus medius direito, com o auxilio do US, para a determinacédo do
local e profundidade do procedimento. A aplicacao foi realizada utilizando uma
agulha hipodérmica 40x12mm e uma seringa de 1mL, para que a bidpsia fosse
possivel de ser realizada no mesmo ponto. O local e a profundidade foram
marcados por meio da alteracdo na ecogenicidade, observada no local de
aplicacao das células, em relacéo as fibras musculares adjacentes.

Foram realizadas duas biépsias no masculo gluteus medius direito desses
animais, sendo a primeira no dia zero e a segunda, 24h apds o transplante das
células, ou seja, no trigésimo primeiro dia do experimento (Figura 1). A
segunda bidpsia foi realizada proximo ao local da primeira bidpsia. Portanto,
baseado nas mensuracdes realizadas ao exame ultrassonogréfico, vinte e
quatro horas apOs o transplante, foi realizada uma bidépsia muscular
possibilitando a colheita do fragmento muscular no local onde as células foram
implantadas.

As amostras musculares foram congeladas e avaliadas por meio de
técnicas histoldgicas e histoquimicas.

As principias etapas, bem como os tempos de coleta realizados no

presente estudo estdo apresentadas na figura abaixo.
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Puncdo de Transplante das
12 Bidpsia medula CTMs no 22 Bidpsia
musculo
A
t 1 t
Dias O 15 30 31

1 t

’

FIGURA 1 - Linha do tempo das diferentes etapas do experimento —
Biopsias, pungédo de medula ¢ssea e transplante de CTMs no
musculo.

Adicionalmente, foi realizado o transplante de CTMs marcadas com
nanocristal e células ndo marcadas, para a visualizacdo por meio de

ultrassonografia, da imagem obtida.

4.2.1 Puncéo Aspirativa da Medula Ossea

A puncdo aspirativa da medula Ossea foi realizada conforme a
metodologia descrita por Barreira et al. (2008) com modificacdes. Para isso, 0s
animais foram mantidos em estacdo, contidos em brete e sedados com
xilazina® (0,5 mg kg™). Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma &rea de 5
X 20 cm na regido referente ao 0sso esterno de cada equino, desde a regiao
cranial do manubrio até a cartilagem xiféide. Apds a identificacdo da 5°
esternébra, foi realizada anti-sepsia® local e blogueio anestésico®.
Posteriormente foi introduzida a agulha de puncdo de medula 6ssea, modelo
Jamshidi* 10 G, penetrando na musculatura por uma profundidade de 4-6 cm
até chegar a superficie da esternebra. Apos sentir essa superficie 0ssea na
extremidade da agulha, uma pressdo maior foi realizada a fim de permitir sua
penetracdo por mais 4-5 cm, até a agulha ficar firme. Uma vez bem fixa a
agulha dentro do esterno, o mandril foi retirado e se procedeu a aspiracao das
células da medula 6ssea com auxilio de uma seringa de 20mL contendo 1mL

de heparina a 1000 Ul/mL (Figura 2). A primeira aliquota foi colocada em placa

! Sedazine Fort Dodge - Rua Luiz Fernando Rodriguez, 1701, Campinas, SP. CEP:13065-858.
% lodo povidine a 1% - Rioquimica Industria Farmacéutica. Av. Tarraf, 2590/2600. Sao José do Rio Preto, SP. CEP: 15057-430

® Hipolador®- Rododvia BR 262 km 123. Borges Sabara, MG. CEP: 31950-640
* Terumo Corp, Tokyo, Japan



19

de Petri para a verificacdo visual da presenca de espiculas e glébulos de
gordura, sugerindo assim a origem medular da amostra. Apos este
procedimento, foram coletadas duas seringas de 20mL, contendo 2mL de
heparina e 2mL de PBS cada. Essas amostras foram identificadas,
acondicionadas em gelo e encaminhadas ao laboratério LANCA da
FMVZ/UNESP Botucatu, o qual se encontra equipado adequadamente para a
realizacdo do isolamento e cultivo celular. Esse procedimento foi realizado sob

a orientacao da Profa. Dra. Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga.

A B

FIGURA 2 — Puncédo de medula 6ssea no esterno de equino. (A) Agulha
de puncao sendo introduzida no esterno; (B) Aspiracdo de medula éssea.

4.2.2 Isolamento e Cultivo das CTMs

No LANCA as amostras de medula 6ssea foram filtradas utilizando-se um
filtro de equipo de transfusdo® a fim de remover os coagulos que possam estar
presentes. Em seguida foi procedida & primeira centrifugacdo® do material,
sendo o0 sobrenadante (plasma e gordura) descartado e o material
remanescente reservado. Ao material remanescente foi adicionado o meio de
cultivo DMEM baixa glicose/F12’ na proporcéo de 1:1. Posteriormente, a essa
mistura foi adicionado lentamente Ficoll- paque™ premium 10732, seguido de
uma nova centrifugacdo a 1500 rpm, por 40 minutos, para a obtencdo da

camada de células mononucleares, onde estdo presentes as células

® Biosani Ind Com Prod Medicos Odontologicos Ltda. Av. Thereza de Souza Carneiro, Distrito industrial, Arapoti, PR. CEP:
84990-000
6 Centrifuga Hermle Z200A. Gosheimer Strabe,56,5678564, Wehingen, Germany.

" Invitrogen Brasil Ltda. GIBCO®. Rua Breno Ferraz do Amaral, 408, Sdo Paulo. SP. CEP: 04124-020.
® GE Healthcare Life Sciences. Rua : Domingos Marchetti, 192, Bairro do limao, Sao Paulo, SP. CEP: 02712-150
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mesenquimais. A camada (halo) de células mononucleares (Figura 3),
observada apo6s centrifugacdo, foi aspirada cautelosamente e acondicionada
em um novo tubo, acrescida do meio DMEM baixa glicose/F12 , na proporcéo
de 1:1.

(A B | D |

FIGURA 3 — Isolamento de CTMs. (A) Medula 6ssea sendo filtrada em
laboratorio; (B) Plasma resultante da primeira centrifugacao; (C) Ficoll
acrescido de medula; (D) Camada mononuclear (halo).

Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos
para a remocao do de Ficoll- paque™ premium 1073 remanescente. O pelet de
células resultantes foi resuspendido com o meio DMEM baixa glicose/F12 na
proporcao de 1:1. e submetido a uma nova centrifugacdo a 1500 rpm por 10
minutos. Apos essa centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e ao novo
pelet formado foi acrescido 1 mL do meio contendo DMEM alta glicose/F12 na
proporcdo de 1:1, 20% soro fetal bovino®, penicilina/estreptomicina®® (10
ul/mL) e anfotericina B (3ug/mL). O volume dessa suspens&o foi colocado
em uma garrafa de cultivo®?, acrescida de 20 mL de meio contendo DMEN alta
glicose/F12 na proporcdo de 1:1, 20% soro fetal bovino,
penicilina/estreptomicina (10 pl/mL) e anfotericina B (3pug/mL) (Figura 4). As
placas foram identificadas e incubadas em estufa®® a 37°C em atmosfera imida
contendo 95% de ar e 5% CO,. Nas primeiras 48 horas, as placas nao foram
manipuladas para que houvesse a adesdo celular. Entretanto, apds esse
periodo as garrafas foram monitoradas periodicamente e o meio de cultura foi

trocado a cada 3 ou 4 dias.

? Invitrogen Brasil Ltda. GIBCO®. Rua Breno Ferraz do Amaral, 408, Sao Paulo. SP. CEP: 04124-020.

19 Invitrogen Brasil Ltda. Rua Breno Ferraz do Amaral, 408, S&o Paulo. SP. CEP: 04124-020.

™ Invitrogen Brasil Ltda. Rua Breno Ferraz do Amaral, 408, S&o Paulo. SP. CEP: 04124-020.

12 Sarstedt Ltda. Alameda Asia, 144, Polo Empresarial Tamboré, Santana do Parnaiba, SP. CEP: 06543-312
3 Forma Scientific, Inc, USA.
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FIGURA 4 — (A) Pellet de células acrescido de DMEM; (B) Meio de
cultivo contendo as células sendo depositado em garrafas de
cultivo.

O repique das células foi realizado quando se atingiu uma confluéncia de
aproximadamente 80%. Para isso, foi realizada a suspensao celular através do
método enzimatico que consiste da adicdo de tripsina, para que haja o
rompimento das juncbes entre as células e estas se soltem do fundo da
garrafa. O processo consiste em descartar 0 meio de cultivo das garrafas e
adicionar uma solucéo de tripsina*® a 0,25% a 37°C. As garrafas foram entdo
levadas para a estufa de cultivo por 5 minutos para que as células
descolassem do fundo da garrafa. Com as células em suspensao, foram
adicionados 2 ml de meio de cultura DMEM baixa glicose/F12 na propor¢ao de
1.1, 20% soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina (10 pl/mL) e anfotericina B
(3ug/mL). Em seguida, se procedeu a centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos
para a remocao da tripsina que é toxica as células. Posteriormente, o pellet
resultante foi resuspendido e uma aliquota das células foi utilizada para o teste
de viabilidade celular, com o objetivo de avaliar a percentagem de células
vidveis para a aplicacéo. Para esse teste foi utilizado o corante azul de tripan®®.
As células nao viaveis apresentam uma alteracdo na membrana a qual permite
gue o corante penetre no citoplasma. Portanto, as células viaveis e nédo viaveis

foram observadas em microscépio com o auxilio de uma camara de Neubauer.

¥ LGC Biotecnologia. Rua Pasadena, 235, Pq. Industrial San Jose, Cotia , SP, CEP: 06715-864
%5 Interlab. Praga Isaac Oliver, 342, Sao Paulo, SP. CEP: 04330-030
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4.2.3 Citometria de fluxo

A linhagem de células-tronco mesenquimais foi confirmada por marcadores
de superficie, com leitura em citdmetro de fluxo FACS Calibur'® no Hemocentro
da Faculdade de Medicina — UNESP/Botucatu. Foi utilizado o protocolo padrao
sugerido pelos fabricantes de cada um dos anticorpos primarios e secundarios.

Marcadores Positivos: CD44', CD90® (anticorpos primarios).

Marcadores Negativos: CD34° (anticorpo primario).

Para os marcadores de superficie celular foi utilizando o anticorpo
secundario goat anti-mouse 1gG-FITC?.

Para o preparo das CTMs e analise em citdmetro de fluxo, o primeiro
passo é tripsinizar e ressuspender as células da garrafa em 1mL de PBS. Em
seguida, filtrar esse conteudo em um filiro de 70uc e dividir esse volume de
1mL em 5 tubos de citometria (200uL em cada).

E necessario o preparo de cinco tubos de citometria para cada animal,
sendo esses: 200 pL de células somente, 200 pL de célula + anticorpo
secundario, 200 pL de célula + 4 uL CD 34, 200 pL de célula + 2 uL CD 44, 200
ML célula + 2 yL CD 90. Incubar esse material por uma hora em temperatura
ambiente e em local escuro.

Ao final desse periodo, adicionar 2 mL de PBS em cada tubo e centrifugar
a 2500 rpm por 4 minutos. Retirar o PBS até a marca do tubo.

Nesse momento, 0s tubos com CD 34 e 90 estédo prontos para andlise.

O proximo passo € a diluicdo do anticorpo secundario em PBS e adicionar
20 pL dessa solugao para cada tubo, contendo CD 44 e o anticorpo secundario
com células, seguido de incubacg&o por uma hora.

Ao final desse periodo, adicionar 2 mL de PBS em cada tubo, centrifugar
a 2500 rpm por 4 minutos e retirar o PBS até a marca do tubo. Adicionar 2 mL
de PBS novamente e centrifugar mais uma vez. Retirar o PBS até a marca do
tubo, adicionar 200 uyL de PBS em todos os tubos e levar para analise em

citbmetro de fluxo.

'8 Becton Dickinson Ind. Cirurgicas Ltda. Rua Alexandre Dumas, 1976, Chéacara Santo Anténio, Sdo Paulo, SP. CEP: 04717-004.

¥ AbD serotec. MorphoSys UK Ltd, Endeavour House, Langford Business Park, Langford Lane, Kidlington, Oxford, OX5 1GE,
UK.

18 Caltag Laboratories. Bayshore Hwy Ste, 200, Burlingame, CA, USA. CEP: 94010-1210

¥ Santa Cruz Biotechnology, Inc. 2145 Delaware Avenue,95060, U.S.A.

% Molecular Probes® . Invitrogen Brasil Ltda. Rua Breno Ferraz do Amaral, 408, S&o Paulo. SP. CEP: 04124-020
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4.2.4. Diferenciacédo Celular in vitro

Apos confluéncia de 80% em cultivo primario, as CTMS foram
resuspensas utilizando-se tripsina, como descrito anteriormente e
acondicionadas em placas de seis Wells com meio DMEM/F12 (1:1), 20% soro
fetal bovino, antibiético e antifiungico. Quarenta e oito horas apos a incubacéo,
0 meio de manutencéo foi removido e o meio de diferenciacdo osteogenico e
adipogénico STEMPRO® (Gibco) foi acrescido ao subcultivo. O meio foi trocado
a cada dois a trés dias e, a confirmacdo da diferenciacdo osteogenica e
adipogenica foi realizada mediante a demonstracdo da deposi¢cdo matriz calcio
utiizando o meétodo de coloracédo histologico Alizarin red e da presenca
intracitoplasmatica de goticulas de gordura utilizando o corante QOil red.

Para a diferenciacdo condrogénica, as CTMs foram cultivadas em um pellet-3D
em um tubo do tipo Falcon (15 ml) por 21 dias, sendo o meio de diferenciacéo
condrogénico STEMPRO® (Gibco) trocado a cada trés dias.

Para detectar a diferenciacdo condrogénica, as células foram coradas
com a coloracdo de Alcian Blue pH 2,5 e Azul de Toluidina pH 1. Os
aglomerados de células foram fixados com formol tamponado a 10% por 24
horas e incluido em parafina para realizacdo dos cortes histologicos em secdes

de 5 mM de espessura para avaliagdo em microscopio de luz.

4.2.5. Marcacdo das CTMs com nanocristal Qtracker 655°

Para a marcacao das CTMs foi utilizada uma garrafa de cultivo com 80% de

confluéncia.

Conforme metodologia descrita pelo fabricante, Invitrogen®, as CTMS foram

marcadas com o Qtracker® Cell Labeling Kit. Para esse procedimento, 1 yL do

Componente A e 1 uL do Componente B Qtracker® foram adicionados, para cada

1x10’, em um eppendorf de 1.5mL e incubados em temperatura ambiente por 5

minutos. Posteriormente, 200 yL de meio de cultivo completo: DMEN baixa

glicose/F12 (1:1), 20% soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina (10 pl/mL) e

anfotericina B (3pg/mL), foram acrescidos ao eppendorf e agitado em vortex por

30 segundos.

2 Invitrogen® : Qtracker 655 - Q25021MP - Rua Breno Ferraz do Amaral, n2 390/408 Jd. da Saude, Sdo Paulo/SP.
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Segundo o fabricante, as células podem ser marcadas em suspensao ou
aderentes a garrafa de cultivo. Decidimos utilizar a primeira opcéo. Para isso, as
células foram resuspensas em tripsina, como descrito anteriormente e postas em
um tubo falcon de 15mL. Uma aliquota dessas células foi utilizada para o teste de
viabilidade e contagem celular. O restante foi acrescido da solucdo de marcacéo,
previamente preparada, sendo entdo incubadas a 37° C, por 60 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes em meio de cultivo completo e

visualizadas em microscoépio de fluorescéncia.

4.2.6. Aplicagao das CTMs marcadas, no musculo gluteus medius.

As células marcadas foram suspensas em 100 uL de PBS e inoculadas no
musculo in vivo. A aplicagdo foi realizada com o auxilio de US, utilizando uma
agulha hipodérmica 40x12mm e uma seringa de 1mL, para que a biépsia fosse
possivel de ser realizada no mesmo ponto. O local e a profundidade foram
marcados através da alteracdo na ecogenicidade, observada no local de
aplicacao das células, em relacéo as fibras musculares adjacentes.

Baseado nas mensuracgfes realizadas ao exame ultrasonogréfico, vinte e
quatro horas apés o transplante, foi realizada uma bidpsia muscular no local. A
bidpsia antes do transplante foi realizada com a agulha tipo Bergstréom 6,0 (6

mm) e apos o transplante, foi realizada com um punch de 5mm.

4.2.7. Biépsia muscular

A biopsia foi realizada conforme Padilha et al., (2008). Para isso, o
procedimento foi realizado no muasculo gluteus medius e uma linha imaginaria
foi tracada da tuberosidade coxal até a crista iliaca e numa distancia em torno
de 20 cm da primeira foi feita a tricotomia da area na regido correspondente ao
gluteo médio. Em seguida, foi feito um bloqueio anestésico subcutaneo com,
aproximadamente 5 mL de Lidocaina 2% sem vasoconstritor. O anestésico ndo
deve ser infiltrado no musculo. Apés o bloqueio, uma incisdo de 1,5 cm na pele,
no subcutadneo e na fascia muscular foi feita para que a agulha de bidpsia
penetre no local.

O aparelho de biopsia € uma agulha tipo Bergstrom 6,0 (6 mm), que
consiste em uma agulha externa, um cilindro interno de corte e um mandril

(estilete). A agulha contendo o cilindro de corte € empurrada através da incisao
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para o musculo nas profundidades de 20mm e 60mm. O cilindro € parcialmente
retirado para expor a janela lateral da agulha, que é entdo pressionada contra o
musculo. Isso permite que um pequeno fragmento de musculo seja introduzido
através da janela para o limen da agulha. O fragmento é entdo separado,
inserindo-se completamente o cilindro de corte. Isso é repetido varias vezes até
obter-se cerca de 200 mg de musculo. A agulha é entéo retirada, e o mandril &
usado para empurrar a amostra para fora da agulha (Speirs, 1999). Uma sutura
com ponto simples (Nylon 0,40 mm) pode ser realizada na pele ap6s o término
da biopsia.

Conforme descrito por Padilha et al., (2008), a amostra entdo retirada
ficou por alguns segundos numa placa de Petri fechada com uma gaze
embebida em soro fisiolégico para que qualquer processo de contracao
muscular cessasse. Em seguida, foi envolta por talco neutro, que funciona
como um crioprotetor com o intuito de se proteger a arquitetura muscular dos
efeitos da congelacdo. O fragmento foi entdo armazenado em um cassete para
enfim sofrer o processo da congelacdo em nitrogénio liquido ficando estocada
em uma temperatura de -160°C em um botijao apropriado.

Para que sejam realizados o0s cortes desse material e analises
histolégicas e histoquimicas, o fragmento muscular foi retirado do nitrogénio

liquido e colocado em temperatura de -20°C em um criostato (Figura 5).
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FIGURA 5 — Procedimento de biépsia muscular. (A) Bloqueio anestésico
local na pele e subcutaneo; (B) Incisdo da pele, subcutaneo e fascia com
lamina de bisturi; (C) Agulha tipo Bergstrom sendo introduzida no
muasculo; (D) Mandril sendo utilizado para empurrar a amostra; (E)
Musculo envolto em talco crioprotetor na placa de petri; (F) Amostra de
musculo em criostato.

4.2.8. Colorac0des histoldgicas

Para observar a arquitetura de cada lamina foram realizadas duas
técnicas histologicas, Hematoxilina & Eosina (HE) e o tricrémio de Gomori
Modificado.

Nessas coloragdes analisamos a morfologia das fibras musculares, dos
elementos ndo contrateis, como nervos, vasos sanguineos, tecido conjuntivo,
tecido adiposo e nucleos (DUBOWITZ & SEWRY, 2007).

4.2.9. Coloracgéo histoquimica

A técnica histoquimica realizada foi o NADH - tretrazolium redutase
(NADH - tr) onde foi observada a capacidade oxidativa de cada célula
(DUBOWITZ & SEWRY, 2007).

As laminas que sofreram a reacao pelo NADH-tr foram digitalizadas pelas
imagens observadas a microscopia 6ptica, através do programa Leica Qwin,
um analisador de imagens, para que se pudesse obter o resultado

diferenciando os trés tipos de fibras musculares (I, 1A e 11X).
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5. RESULTADOS

A técnica de coleta de medula 6ssea na regido do esterno demonstrou ser
um método rapido e de facil execucdao.

Em média obteve-se 40 mL de medula 6ssea em cada animal, sendo este
volume obtido em duas seringas de 20mL (contendo PBS e heparina). Apos o
processamento e isolamento da camada mononuclear, as células foram
colocadas em garrafas para o cultivo em laboratério.

No primeiro dia de observacdo, foram visualizadas inumeras células
mononucleares, com formato arredondado, em suspensédo no meio de cultura,
nao sendo possivel distinguir os tipos celulares. Apds quatro a cinco dias, foi
possivel observar o inicio da aderéncia e morfologia fibroblastéide,
caracteristica das CTMs. Posteriormente, aproximadamente no sétimo dia de
cultivo, j& era possivel observar a formacao de colénias (Figura 6). As trocas do
meio de cultura permitiram a remocao das células ndo aderentes e manutencao

de um ambiente favoravel ao desenvolvimento e expanséao celular.

FIGURA 6 — CTMs em cultivo, aumento de 20x. (A) Células em suspensao na
garrafa de cultivo; (B) Aderéncia e inicio de morfologia fibroblastéide apés 4d

de cultivo; (C) Formacéo de coldnias ap6s 7d de cultivo.

A avaliagdo das células apos 20 dias de cultivo demonstrou a disposicao
das células em monocamada e a manutencdo da morfologia alongada,
semelhante a fibroblastos.

Uma amostra da cultura de cada animal foi destinada a caracterizacéo
imunofenotipica através de citometria de fluxo, utilizando os marcadores CD34,
CD44 e CD90 (Figura 7). No grupo 2 (Autdlogo), os resultados revelaram uma
média de expressdo negativa para CD34 (0,51%) e positiva para CD44
(81,68%) e CD90 (87,72%); No grupo 3 (Alogénico), os resultados revelaram
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uma média de expressdo negativa para CD34 (1,82%) e positiva para CD44
(92,10%) e CD90 (81,03%), caracterizando as células cultivadas como CTMs
(Quadro 1).

0 200 &0 00 BOD B000

Figura 7 — Citometria de fluxo para os marcadores CD34, CD44 e CD90.

QUADRO 1: Caracterizacéo imunofenotipica das CTMs no grupo 2 (autdlogo) e
grupo 3 (alogénico).

Animal 1 2 3 4 5 Média
CD34 (%) 025 0,07 1,61 0,34 0,31 0,51
G2 CD44 (%) 8557 73,64 8385 96,05 81,68 81,68
CD90 (%) 95.91 73,74 8251 96,83 97,81 87,72
CD34 (%) 1,95 1,78 2,34 205 1,00 1,82
G3 CcD44 (%) 87,85 91,94 8919 86,83 96,35 92,10
CD90 (%) 97,52 69,58 94,75 93,96 64,54 81,03
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Em média, observou-se uma viabilidade celular de 85%, com média de
2,37x10’ células viaveis.

Uma amostra da cultura de cada animal foi destinada a diferenciacédo
celular in vitro nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica.

Na diferenciacdo adipogénica, observou-se a presenca de vacuolos de
lipidios intracelular, corados com Oil Red (Figura 8a).

Na diferenciacdo osteogénica foi observada modificacdo morfolégica e
calcificacdo da matriz extracelular, além de aglomerados de células
arredondadas, semelhantes a osteoblastos, corados com Alizarin Red (Figura
8b).

B

FIGURA 8 - Diferenciacdo celular. (A) Diferenciacdo adipogénica
apresentando vacuolos de lipidios intracelular, corados com Oil Red, aumento
de 40x; (B) Diferenciacdo osteogénica apresentando calcificacdo da matriz
extracelular, corados com Alizarin Red, aumento de 20x.

Na diferenciacdo condrogénica foi observada a presenca de &reas
metacromaticas indicando a presenca de matriz extracelular rica em

proteoglicano (Figura 9).
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FIGURA 9 - Diferenciacdo condrogénica. A e B) Micro pellet corado com
Hematoxilina e eosina. Nota-se uma regido mais densa no corte histologico
compativel com deposicdo de matriz. C e D) Micro pellet corado com azul de
toluidina. Nota-se a presenca de areas metacromaticas em résea (seta preta)
indicando a presenca de matriz extracelular rica em proteoglicano.
Adicionalmente, nota-se a presenca de lacunas (regido da seta vermelha)
possivelmente contendo condrocitos.

A marcacdo das CTMs com nanocristal Qtracker 655®, baseado no
protocolo do fabricante, demonstrou ser uma técnica eficaz, sendo possivel
visualizar alta fluorescéncia citoplasmatica (cor vermelha) nas células

nanomarcadas (Figura 10).

FIGURA 10 - CTMs em cultivo, aumento de 20x. (A) CTMs com
aproximadamente 80% de confluéncia; (B) CTMs marcadas com o nanocristal
Qtracker 655°.

A aplicacdo das CTMs marcadas foi realizada com o auxilio de uma

agulha hipodérmica 40x12mm, no musculo gliteo médio dos equinos do Grupo
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2 e Grupo 3. ApOs varios testes, padronizamos a suspensao das células
utilizando 100uL de volume.

O momento da aplicagdo também foi guiado com o auxilio do Ultrassom
MyLab 70, sendo possivel mensurar a profundidade e o local onde as células
foram transplantadas. A imagem ultrassonografica revelou uma éarea
hiperecoica em relacéo as fibras musculares adjacentes (Figura 11 ), facilitando

a localizacao das células no momento do transplante.

FIGURA 11 — Aplicagdo de CTMs marcadas com nanocristal no tecido
muscular. (A) Aplicacdo guiada por US, utilizando agulha 40x12; (B)
Suspensédo das células em 100 pL; (C) Visualizagdo da agulha
penetrando no musculo no US; (D) Aplicacdo das células, exibindo uma
imagem hiperecoica em relagéo as fibras adjacentes.
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Adicionalmente, foi observado ao US, que as CTMs marcadas
apresentaram ecogenicidade diferente da imagem exibida com as células-

tronco ndo marcadas com nanocristal, no momento do transplante (Figura 12).

FIGURA 12 — (a) Imagem hiperecdica de CTMs marcadas no musculo;
(b) Imagem hipoecdica a isoecéica de CTMs ndo marcadas.

A técnica de biopsia muscular demonstrou ser rapida e prética, no
entanto, foi observado que a agulha de biépsia danifica bastante o musculo,
tornando inferior a qualidade da amostra. Isso foi detectado no momento em
gue se realizava os cortes no criostato e posterior visualizagdo em micrsocopio.

Baseado nisso, as bidpsias antes do transplante foram realizadas com a
agulha tipo Bergstrom e as bidpsias realizadas pos-inoculagéo foram realizadas
utilizando um punch (Figura 13). Dessa forma, a tentativa era manter ao
maximo, a integridade do tecido.

FIGURA 13 — Biopsia muscular guiada por US. (A) Biépsia, antes do implante
celular, utilizando agulha tipo Bergstrom; (B) Bidpsia, pos-inoculacéo,
utilizando um punch.
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Adicionalmente, € importante salientar que apesar das bidpsias terem sido
realizadas, ambas no gluteus medius direito, elas ndo foram realizadas no
mesmo ponto, ou seja, a bidpsia apds o transplante foi realizada em uma
regido logo ao lado da primeira, uma vez que o local referente a primeira
bidpsia apresentou fibrose.

A biopsia muscular, apés o transplante das CTMs marcadas, demonstrou
imagens que sugeriram a presenca das células no tecido.

Apesar da leitura do nanocristal ser feita no filtro vermelho (devido ao seu
comprimento de onda 655), primeiramente as ceélulas foram lidas no filtro azul,
pois facilitava a localizacdo das mesmas, sendo possivel visualizar as fibras
musculares (Figura 14).

Dentre a dez laminas analisadas para identificacdo de células-tronco por
meio de nanocristais Qtracker 655, todas apresentaram fluorescéncia quando
examinadas por meio do microscopio fluorescente. Em contrapartida, o controle

nao apresentou fluorescéncia.
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Do ponto de vista histologico, as laminas foram avaliadas na coloracéo de
hematoxilina-eosina e Gomori, utilizando uma classificacdo para fatores como
aumento no numero de vasos, desarranjo de fibras e aumento da celularidade.

Apesar de algumas laminas apresentarem aumento no nimero de vasos,
tanto no grupo controle como nos tratados, de maneira geral, ndo foram
observadas alteracbes na morfologia de ambos os tecidos, que sugerissem

reacdo inflamatoria & inoculacdo das CTMs (Figuras 6, 7 e 8).
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6. DISCUSSAO

O volume total de cada amostra medular foi de 30-40mL, sendo suficiente
para obtencdo de uma média aproximada de 2,37x10° células, ocorrendo
variacbes como 7,74x 10° e 1,12x 10° entre os animais. Woster et al., (2000)
documentaram que, embora tenham utilizado um volume inicial de 30mL, em
um estudo com o aspirado medular de trés cavalos, obtiveram um numero total
de células bastante diferente entre os animais (18,8x10°, 1,87x10° e 4,85x10°).
Segundo Vidal et al., (2007), a razdo para a variabilidade individual ainda é
desconhecida, mas € possivel que a idade e a massa corporal possam interferir
no numero de células-tronco nos tecidos, o que pode explicar a variagdo no
presente trabalho.

Apesar do uso constante de células cultivadas, alguns autores, como
Barreira et al., (2008), citaram a possibilidade de utilizacdo da fracao
mononuclear para o implante em equinos, no entanto, esta é uma mistura
heterogénea de varios tipos celulares. De acordo com Barry e Murphy (2004), a
populacdo de CTMs presentes na medula 6ssea é uma pequena por¢cao das
células coletadas, por isso é necesséario a utilizacdo da técnica de cultivo
celular para a sua expansao.

Segundo Smith et al., (2003), as CTMs obtidas a partir da medula 6ssea
de equinos podem ser separadas utilizando-se técnicas semelhantes as
utilizadas para outras espécies, no entanto, a técnica nao foi descrita
completamente. O método de isolamento empregado nesse trabalho, utilizando
o gradiente de densidade Ficoll, assim como a determinacdo da viabilidade
celular (utilizando Azul de Trypan e camara de Neubauer), foram descritos
anteriormente por Alves et al., (2009). Adicionalmente, ainda citaram a
necessidade de adaptacdes no protocolo de isolamento destas células, nas
técnicas ja descritas para outras espécies, pois 0s cavalos apresentam rapida
coagulacdo do sangue medular e formam agregados celulares, mesmo na
presenca de anticoagulantes, justificando assim a utilizacdo do equipo de
transfusdo para filtrar a medula.

Baseado nos critérios da ISCT e segundo descric6es de Koch et al., 2009,
a propriedade das CTMs de aderéncia a placa de cultura ndo é suficiente para
considerar a populagdo celular purificada. Portanto, foi necessaria a
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caracterizacao celular através de citometria de fluxo e diferenciacéo celular nas
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica.

As andlises no citbmetro revelaram uma expressao negativa para CD34;
positiva para CD44 e CD90. Os resultados encontrados para CD34 e CD44"
estdo de acordo com a descricdo de Copland et al, (2008), que descreveram a
reacao cruzada entre os anticorpos especificos para a espécie canina com 0s
epitopes de equinos. J4 a marcacdo CD90", vem de encontro com a descri¢do
de Ocarino et al., (2008) e Kode et al., (2009), os quais relataram que as
células hematopoiéticas, que possam estar presentes no cultivo, nao
expressam esses marcadores.

Quanto ao critério de diferenciacdo celular, a presenca de vacuolos ricos
em lipideos, corados com Oil-Red, foi utilizada para detectar a inducdo
adipogénica, estando os resultados semelhantes aos encontrados por Maciel
(2010).

A diferenciacdo osteogénica foi confirmada pela deposicdo de célcio no
meio extracelular através da coloracdo pelo Alizarin Red, observando-se
modificacdo da morfologia celular de aspecto fusiforme (tipico de MSC) para
cubdide. Esta modificacdo € considerada um indicativo da ocorréncia de
diferenciacdo celular e estd de acordo com o encontrado por Jaiswal et al.
(21997.)

Portanto, a aderéncia em placa de cultura com morfologia fibroblastoide,
imunofenotipagem e capacidade de diferenciacdo em cultura, sob estimulos
especificos, caracterizam como CTMs as células cultivadas, na presente
pesquisa, de acordo com o estabelecido pela ISCT.

Uma vez obtida a amostra de medula, seguidas de cultivo celular, uma
aliquota foi separada para o teste de viabilidade, sendo importante por permitir
saber o numero de células viaveis a serem injetadas no musculo. O restante
das células foi utilizado para a marcacdo com o nanocristal Qtracker 655°.

Os nanocristais fluorescentes utilizados no presente trabalho
apresentaram excelente marcacédo celular, podendo ser observados no tecido
muscular. O protocolo para marcacdo das células com o Qtracker 655° foi
rapido, de facil execucdo e proporcionou étimos resultados, apresentando alta
fluorescéncia. Esses resultados estado de acordo com a descricao de Oliveira et

al., (2009), os quais descreveram que 0 atrativos dessa tecnologia sédo a
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simplicidade da marcacéao e a facil e indiscutivel deteccdo do sinal fluorescente
emitido.

Donaldson et al., (2004) e Garon et al., (2007) descreveram que a
fluorescéncia do nanocristal poder ser detectada por pelo menos quatro
geracdes celulares, podendo ainda permanecerem marcadas por até duas
semanas em algumas células. Portanto, o periodo de 24h, definido para bidpsia
e identificacdo das células marcadas, no tecido muscular, se mostrou
satisfatério e de acordo com a literatura, uma vez que a fluorescéncia
encontrada foi evidente e estava dentro do periodo descrito para visualizacéo.

A grande dificuldade observada nesse projeto foi a recuperacédo dessas
células no tecido. Uma das explicacdes para isso seria o fato de ndo estarmos
realizando a biopsia no local exato do transplante e por isso, passamos a
utilizar o US como auxilio. Portanto, analisando as descricdes de Ayub-
Guerrieri (2008), que relatou a visualizacdo de células-tronco marcadas e
inoculadas em musculo de camundongos em um periodo de até trés dias,
podemos dizer que a bidpsia realizada vinte e quatro horas apds o transplante
das CTMs marcadas em nosso experimento esta dentro de um periodo de
visualizacéo da fluorescéncia no musculo.

Apesar da alta fluorescéncia observada, poucas células marcadas foram
encontradas no local. A deteccdo do local do transplante foi guiada por US,
descartando a possibilidade de a bidpsia ter sido realizada em local diferente
de onde as células foram implantadas. Esse fato pode ser explicado baseado
nas pesquisas de Oliveira et al., (2009), que realizaram um estudo utilizando
CTMs de corddo umbilical humano, marcadas com o nanocristal Qtracker 655®
em suinos com infarto do miocéardio induzido. Os animais foram sacrificados
sete dias apos o transplante e as andlises dos cortes histolégicos do coracéo
mostraram que um numero pequeno de CTMs ficou retido no local. Em média,
observaram-se duas células marcadas em cada corte correspondente a regido
infartada. Adicionalmente, nesse estudo foram aplicadas dez milhdes de
células (1x10°), quando comparadas & nossa pesquisa, onde foram
transplantadas em média aproximadamente dois milhdes de células (2,37x10°).
Portanto, a visualizacdo de poucas células marcadas em nosso estudo esta de
acordo com os achados de Oliveira et al.,, (2009), ressaltando-se ainda a

necessidade de identificacdo futura dessas células por meio de



42

imunoistoquimica para excluir, por exemplo, a possibilidade de visualizacéo de
macrofagos que fagocitaram células marcadas.

Adicionalmente, Olsson (2009), Oliveira et al. (2009) e Salbego (2010)
obtiveram resultados similares. Em estudo, verificaram que o0 nanocristal
Qtracker 655° é realmente eficiente na marcacao celular, embora seu tempo de
viabilidade como marcador seja relativamente curto, ndo permitindo o
acompanhamento da atividade celular por periodos mais prolongados. Oliveira
et al., (2010) e Olsson (2009) também concluiram que néo se pode afirmar que
as células marcadas emitem fluorescéncia apos uma semana do transplante no
foco da fratura. E possivel que a fluorescéncia detectada a microscopia, apos
sete dias de observacdo, seja proveniente de células mortas localizadas no
interior de fagécitos ou em atividade no foco de fratura, havendo a necessidade
de uma andlise mais profunda da fluorescéncia celular em microscopia
multifocal.

A técnica de bidpsia muscular foi realizada segundo Padilha et al., (2008),
gue descreveram a técnica como rapida, pratica e de facil realizacdo, estando
de acordo com o observado em nosso estudo. No entanto, percebemos que a
agulha de bidpsia tipo Bergstrom, apesar de ser bastante pratica, tornava ruim
a qualidade do material, pois 0 musculo apresentava-se muito danificado ao
corte em criostato.

Dubowitz e Sewry (2007) relataram que, nas Ultimas duas décadas, as
biopsias musculares, tanto para diagnostico como para pesquisa, tém sido
realizadas utilizando a agulha de biopsia. Descreveram a utilizagdo da agulha
como um procedimento seguro, livre de complicacbes e ainda promovendo
uma cicatrizagdo quase que imperceptivel, estando de acordo com os achados
no presente estudo. Adicionalmente, citaram a vantagem da bidpsia cirdrgica
possibilitar a obtencdo de fragmentos maiores, no entanto, essa técnica
promove diagndsticos semelhantes aos obtidos através das bidpsias utilizando
agulha. Portanto, apesar dessas descricdes, partimos do pressuposto
observado em nosso experimento e passamos a utilizar um punch para as
bidpsias realizadas no momento pés-inoculacdo, uma vez que O NOSSO
interesse era observar a qualidade das fibras e a presenca das CTMs

marcadas, sendo necesario obter uma amostra maior e menos danificada.
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De acordo com Dubowitz e Sewry (2007), a coloracdo de HE é utilizada
rotineiramente para a visualizacdo da estrutura e nucleo de fibras musculares,
assim como fibrose, tecido adiposo e presenca de células inflamatorias.
Adicionalmente, esse autor descreveu a facilidade da observacdo de tecido
conjuntivo, morfologia e nucleo das fibras através da coloracdo de Gomori.
Portanto, as coloracdes utilizadas nesse estudo estdo de acordo com a
literatura, sendo possivel avaliar a resposta inflamatéria, uma vez que esse
processo, segundo Zachary e McGavin (2012), provoca alteragdes no tamanho
das fibras, na localizacdo dos nucleos e presenca de células inflamatorias no
local.

Baseado nas descricbes de Dubowitz e Sewry (2007), a coloracao de
NADH-tr é uma técnica histoquimica utilizada para avaliar o metabolismo
oxidativo das fibras musculares, no entanto ndo foram observadas alteracdes
nesse mecanismo, mostrando que ndo houve prejuizo ao metabolismo das
fibras.

Do ponto de vista histolégico, através de coloracées como HE e Gomori,
ndo foram observadas caracteristicas de fase aguda, como necrose tecidual,
edema e infiltrado inflamatério. Adicionalmente, a anédlise da morfologia das
fibras musculares e tecidos adjacentes, assim como a localizacdo dos nucleos,
apresentaram-se com padrdao muscular normal, estando de acordo com
Zachary e McGavin (2012). Portanto, baseado nas descricdes desses autores
gue descreveram o inicio da resposta inflamatoria muscular a injuria como
sendo o desaparecimento do nucleo nas fibras necrdticas e o sarcoplasma
tornando-se hialinizado, devido a perda de estrutura miofibrilar, ndo houve esse
tipo de alteracdo nas laminas analisadas. Tanto os grupos tratados como o
grupo controle apresentaram 0s mesmos padroes, demonstrando que
morfologicamente, as células ndo provocaram uma reagdo inflamatéria local,
em um periodo de 24h.

Segundo Zachary e McGavin (2012), dentro de um periodo de 24 a 48h
0S mondcitos atravessam a parede dos capilares, transformando-se em
macrofagos e chegam a por¢ao necrética da fibra muscular para executarem a
fagocitose dos debris celulares. Concomitantemente, as células satélites sé&o
ativadas a multiplicacdo, dando origem aos mioblastos, que se fundem para a

formacédo de novas fibras. Portanto, o periodo de 24h apo6s o transplante de
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CTMs marcadas, no qual foi realizada a segunda biopsia, é suficiente para
observar o inicio de um processo inflamatério no tecido muscular. O aumento
no numero de vasos, observado em algumas laminas, ocorreu de forma
isolada, mostrando que a alteracdo observada ndo corresponde a uma
resposta inflamatoria, uma vez que as fibras apresentaram-se intactas e com
0s nucleos na periferia. Complementando esse fato, foi observado que esses
vasos apresentaram-se mais alongados, justificando mais uma vez que as
alteracbes, quando verificadas, tenham ocorrido pelo angulo de corte do
material. Adicionalmente, essa caracteristica foi observada tanto em laminas do
grupo controle como dos grupos tratados, constatando-se que as CTMs néo
provocaram reacao inflamatéria no tecido muscular.

Baseado na literatura de Frisbie e Smith (2010), o grande interesse na
utilizacdo de CTMs esta relacionado ao seu efeito imunomodulador, anti-
inflamatério e antiapoptético, estando de acordo com o0s resultados
encontrados na presente pesquisa, onde ndo foram observadas caracteristicas
gue sugerissem uma resposta inflamatéria provocada em resposta a
inoculacao das células. Em relagéo a utilizacéo de células alogénicas, segundo
Ryan et al.,, (2005) trés mecanismos principais contribuem para que essas
células ndo provoguem resposta imune no hospedeiro. Primeiro, as CTMs séo
hipoimunogénicas, frequentemente com pouca expressdo de MHC 1l e
moléculas co-estimulatorias. Segundo, essas células previnem indiretamente a
resposta das células T através da modulacdo das células dendriticas e
diretamente, pelo rompimento das células natural killer, assim como a funcéo
das células T CD8+ e CD4+. Terceiro, as CTMs induzem a uma supressao
local através da producéo de prostaglandinas e interleucina-10. Portanto, essa
literatura, juntamente com andlise das laminas do presente trabalho, funcionou
como suporte para a discusséo, uma vez que foi verificado padrdo semelhante
nas laminas dos grupos tratados, demonstrando que a aplicacdo de células
alogénicas também nao provoca efeitos inflamatorios no tecido muscular.

Apesar do presente estudo ter sido realizado em tecido muscular de
equinos, esses achados também estdo de acordo com as descricfes de Guest
et al., (2008), que utilizaram células alogénicas no tecido tendineo de cavalos e
ndo observaram reacdes inflamatdrias, confirmando os resultados obtidos

nessa pesquisa.
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Segundo pesquisas de Ayub-Guerrieri (2008), que utilizaram
camundongos como estudo, um dos obstaculos encontrados no caso das
terapias celular e génica para doencas envolvendo células largamente
distribuidas pelo corpo, como as células musculares, € o desafio de disseminar

as células ou os genes transplantados para os tecidos ou 6rgaos afetados.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

O transplante autdlogo e alogénico de CTMs provenientes da
medula Ossea ndo provocou, morfologicamente, alteracdes

inflamatorias no masculo gluteus medius de equinos.

As células coletadas, isoladas e cultivadas preencheram os
critérios exigidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular,
sendo portanto classificadas como células-tronco mesenquimais,
pois apresentaram aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastoide,

diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica, assim

como a expressdo de CD34, CD44+, CD90".

A marcacdo celular utilizando o nanocristal Qtracker 655® foi eficaz
e possibilitou a deteccdo das CTMs marcadas no musculo gluteus

medius, por meio de imunofluorescéncia, 24h apds o transplante.

A utilizacdo do US proporcionou detectar as CTMs marcadas com
o nanocristal Qtracker 655, no mduasculo gluteus medius, no

momento do transplante.

Apesar dos resultados obtidos, mais pesquisas sao necessarias para a

melhor compreenséo da biologia dessas células.
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Transplante Autologo e Alogénico de Células-Tronco Mesenquimais marcadas

com nanocristal Qtracker® 655 em Tecido Muscular de Equinos.

Autologous and allogeneic transplantation in muscle: Tracking equine
mesenchymal stem cell labeled with Qtracker®655.

N.P.P., Freitas*; R.V., Santos; D.J., Barberini; L., Maia; B.A., Monteiro; M.T., Heckler;
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RESUMO A utilizacdo de células-tronco adultas aut6logas surgiu como uma
alternativa terapéutica no tratamento de equinos, com resultados bastante promissores.
Adicionalmente, a terapia com células alogénicas viabiliza a manutencdo de um banco
de células, proporcionando assim seu uso imediato. O objetivo deste trabalho foi
avaliar, morfologicamente, a resposta inflamatéria e detectar as células-tronco
mesenquimais (CTMs) marcadas, autélogas e alogénicas, apds o transplante no musculo
gluteus medius de equinos. Para tal, foram utilizados 15 equinos, divididos igualmente
em trés grupos de cinco animais, sendo o grupo 1 (controle), grupo 2 (células
autologas), grupo 3 (células alogénicas). Os animais foram submetidos a puncdo de
medula 6ssea e apds o cultivo, essas células foram caracterizadas fenotipicamente por
citometria de fluxo e submetidas & diferenciagdo osteogénica, adipogénica e
condrogénica, para caracterizacdo da linhagem mesenquimal. Em seguida, as células
autélogas e alogénicas foram marcadas com o nanocristal Qtracker 655® e inoculadas
no musculo gluteus medius dos grupos 2 e 3, respectivamente. No grupo 1 foi inoculado
PBS (solucdo salina tamponada com fosfato). Em cada grupo foi realizada uma bidpsia
30 dias antes e outra 24h apds o transplante das células e a inoculagdo do PBS. A
analise dos resultados das bidpsias demonstrou, por meio de coloracbes como
Hematoxilina-Eosina, Gomori Modificado e NADH-tr, que a morfologia e o
metabolismo das fibras foram mantidos tanto no grupo controle como nos grupos
tratados. Além disso, foi possivel detectar as CTMs marcadas no tecido muscular por

meio de imunofluorescéncia. Portanto, concluiu-se que, morfologicamente, as CTMs
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autologas e alogénicas transplantadas ndo provocaram reacao inflamatoria 24h apos o

transplante.

Palavras-chave: Ceélulas-tronco mesenquimais, alogénica, nanocristal, musculo,

equino.

ABSTRACT The use of autologous adult stem cells appeared as therapeutic alternative
in treatment of horses with promising results. Allogeneic cell therapy enables
maintenance a bank of cells, thereby providing immediate use. The aim of this study
was to evaluate the inflammatory response and tracker autologous and allogeneic, bone
marrow mesenchymal stem cell (BM-MSCs) after gluteus medius muscle horse
injection. In this research, we used fifteen horses that were divided equally into three
groups of five animals each, with Group 1 (control), Group 2 (autologous cells) and
Group 3 (allogeneic cells). The animals undergo bone marrow aspiration for culture and
isolation of mesenchymal cells. These cells, after culture were phenotypically
characterized by flow cytometry and differentiation for characterization of the
mesenchymal lineage. Upon such identification, autologous and allogeneic cells were
marked with Qtracker 655® and inoculated in the gluteus medius muscle of groups 2
and 3, respectively. In group 1 was inoculated an equal volume of PBS (phosphate
buffered saline). In each group a biopsy was done thirty days before and 24h after
inoculation of the cells and PBS. Biopsies results showed through stains such as
hematoxylin-eosin, modified Gomori and NADH-tr, that the tissue integrity and fiber
metabolism was maintained in both, control and treated groups. Additionally, was
possible to detect BM-MSCs tracked in muscle tissue through immunofluorescence.
Therefore, we conclude that, morphologically, autologous and allogeneic BM-MSCs

caused no inflammatory reaction, 24 hours after transplantation.
Key words: Mesenchymal stem cell, allogeneic, nanocrystal, muscle, horse.

1. INTRODUCAO

A atividade fisica intensa e estressante predispde 0s equinos as afeccdes
musculoesqueléticas. Terapias alternativas, que auxiliem na recuperacdo dessas lesdes,
sd0 muito importantes, pois podem minimizar o tempo de tratamento e 0s custos, assim
como garantir o retorno mais rapido as atividades normais (Douat, 2004).

A década de 90 foi marcada por importantes avancos nas pesquisas com terapia

celular objetivando o tratamento de doencas hereditarias, auto-imunes, dentre outras
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com poucas perspectivas terapéuticas. Entretanto, até entdo, a terapia celular esteve
restrita a utilizacdo de células hematopoiéticas no tratamento de doencas hematoldgicas
e onco-hematoldgicas (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006). A partir do inicio do
século XXI, com o advento de novos conhecimentos sobre a plasticidade das células-
tronco e com o surgimento de estudos cientificos que sugeriram a transdiferenciacdo
direta ou indireta e diferenciacdo dessas células, estas passaram a ter seu emprego
considerado na terapia celular (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006). Atualmente,
a possibilidade de tratamento com células-tronco conquistou notoriedade e devido ao
seu potencial, tornou-se a principal alternativa da terapia celular (Lai et al., 2007).

O crescimento e a reparagdo do musculo esquelético sdo normalmente mediados
pelas células-tronco musculares ou células satélites, as quais circundam as fibras
musculares (Ferrari et al., 1998). Na regeneracdo muscular, entretanto, o nimero de
precursores miogénicos excede as células satélite residentes, implicando na migracao e
recrutamento de progenitores indiferenciados de outras fontes. A contribuicdo das
células da medula 6ssea para a regeneracdo muscular foi inicialmente documentada por
Ferrari et al. (1998), onde foi demonstrado que o transplante de medula 6ssea, em
camundongos imunodeficientes, cursa com a migracdo de células derivadas da medula
para as areas de degeneracdo muscular induzida e sofrem diferenciacdo miogénica, além
de participarem da regeneracdo das fibras lesadas.

O numero de células satélite no musculo esquelético adulto € muito menor do que
0 nimero de células precursoras miogénicas enviadas para o tecido muscular logo ap6s
a lesdo (Grounds et al., 1992). Muitas explicagOes para esse aparente paradoxo tém sido
propostas, como a migracdo de células satélites de fibras adjacentes ou até mesmo de
musculos vizinhos e recrutamento de progenitores indiferenciados de outras fontes
(Cossu, 1997).

Embora os mioblastos ou células precursoras musculares (Smythe et al., 2001;
Partridge, 2002; Price et al., 2007) tenham sido usados, nos primeiros estudos, como
células doadoras, as CTMs derivadas da medula éssea emergiram como uma alternativa
atrativa de tratamento. Isso ocorreu devido a baixa sobrevivéncia dos mioblastos, a
rejeicdo imune e baixa taxa de migracdo das células transplantadas. Além disso, 0s
constantes ciclos de degeneracao-regeneracdo levam a uma reducdo no pool de células-
satelites, em diversas miopatias (Heslop et al., 2000).

Em estudos com camundongos foi observado que a medula 6ssea, mesmo quando

com numero reduzido de fibroblastos e outros componentes celulares, é capaz de dar
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origem a fibras musculares com alta eficiéncia. Em vez de conversdo miogénica, esses
experimentos sugeriram a existéncia de progenitores celulares, dotados de potencial
miogénico, no interior da medula dssea (Cossu & Mavilio, 2000). Baseado nisso, a
selecdo de uma populagdo de células-tronco com caracteristicas de multipotencialidade,
como as oriundas da medula 6ssea, surgiu como uma op¢ao para o tratamento de
miopatias primarias (Cossu & Mavilio, 2000).

Recentemente, segundo pesquisas de AYUB-GUERRIERI (2008), utilizando
modelos murinos mdx (camundongos distréficos), foi constatado que as CTMs, em
cultura, possuem a capacidade de fusdo e diferenciacdo espontanea em fibras
musculares, independentemente de outros tipos celulares ou de indugdo in vitro a
miogénese. Desde entdo, varios estudos tém avancado no entendimento do fendtipo,
fisiologia, potencial de diferenciacao e possiveis aplicacdes clinicas dessas células.

Baseado nas dlvidas sobre a regeneracdo do musculo esquelético com a utilizacdo
de células-tronco, o estudo de marcadores celulares se faz necessario para o
rastreamento dessas células no tecido. Li et al. (2009) utilizaram um marcador de
membrana celular para rastreamento das células-tronco mesenquimais na cavidade
vitrea de camundongos, assim como, Guest et al. (2008) utilizaram um plasmideo verde
fluorescente (GFP) como marcador citoplasmatico dessas células para rastreamento no
tenddo de equinos. Adicionalmente, o nanocrsital Qtracker 655° tem sido descrito em
varios trabalhos como marcador citoplasmatico, com capacidade para transferéncia por
até seis geracbes de células, sendo util em diversos estudos como migracdo e
morfologia (Invitrogen, 2007).

Portanto, as pesquisas com celulas-tronco e engenharia tecidual mostram
perspectivas que provavelmente irdo beneficiar a sadde tanto dos equinos como dos
humanos (Koch et al., 2009). Dessa forma, os achados abrirdo caminho para novos
estudos, visando estabelecer terapias mais eficazes para o tratamento de animais com
lesGes musculares.

O objetivo deste trabalho foi comprovar a morfologia fibroblastdide e a aderéncia
das CTMs; caracterizar fenotipicamente as CTMs com os marcadores CD44", CD90" e
CD34"; avaliar a capacidade de diferenciacdo in vitro das CTMs nas linhagens
condrogénica, osteogénica e adipogénica; padronizar a marcacdo e a deteccdo das
CTMs com nanocristal Qtracker 655 e avaliar a possibilidade de detectar, por meio de
ultrassonografia do musculo gluteus medius, as CTMs aut6logas e alogénicas, marcadas

com nanocristal Qtracker 655°.



68

2. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 15 equinos adultos,
divididos em trés grupos de cinco animais, sendo Grupo 1 (controle), Grupo 2 (CTMs
aut6logas) e Grupo 3 (CTMs alogénicas).

Os animais dos grupos 2 e 3 foram submetidos a puncdo de medula 6ssea na
regido do esterno no décimo quinto dia do experimento, de forma que cada animal do
grupo 2 recebesse célula do proprio doador e os animais do grupo 3 recebessem células
de doadores diferentes, escolhidos aleatoriamente dentro do grupo..

A puncdo aspirativa da medula 6ssea foi realizada conforme a metodologia
descrita por BARREIRA et al. (2008) com modificagdes, sendo os animais mantidos
em estacdo, contidos em bretes e sob o0 uso de sedativos. A amostra coletada foi enviada
ao Laboratério de Reproducdo Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Dep. de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da FMVZ/UNESP Botucatu, para
isolamento, cultivo, diferenciagcdo, caracterizagdo e marcacdo das CTMs com
nanocristal Qtracker 655°.

A linhagem de CTMs foi confirmada por marcadores de superficie, com leitura
em citometro de fluxo FACS Calibur no Hemocentro da UNESP de Botucatu. Foi
utilizado o protocolo padrédo sugerido pelos fabricantes de cada um dos anticorpos
primarios (CD 34, CD 44 e CD 90) e secundarios (goat anti-mouse 1gG-FITC).

A diferenciacdo celular foi realizada apds as células em cultivo atingirem uma
confluéncia de aproximadamente 80%, sendo realizadas para as linhagens adipogénica,
osteogénica e condrogénica, seguindo metodologia do fabricante.

Para a marcacdo das CTMs foi utilizada uma garrafa de cultivo com
aproximadamente 80% de confluéncia. O procedimento para marcagdo com o Qtracker®
Cell Labeling Kit foi realizado conforme metodologia descrita pelo fabricante
(Invitrogen®).

Foi utilizada uma média de 2 x 10° células, as quais foram marcadas, suspensas
em PBS e inoculadas no musculo in vivo, sendo o grupo 1 (n=5) inoculado 100uL de
PBS (solucdo salina tamponada com fosfato); grupo 2 (n=5) e grupo 3 (n=5), foi
utilizado 100uL de CTMs autdlogas e alogénicas, respectivamente, marcadas com o
nanocristal.

O transplante celular foi realizado no trigésimo dia do experimento, no musculo
gluteus medius direito, com o auxilio do US, para a determinacdo do local e

profundidade do procedimento. A aplicacdo foi realizada utilizando uma agulha
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hipodérmica 40x12mm e uma seringa de 1mL, para que a biopsia fosse possivel de ser
realizada no mesmo ponto. O local e a profundidade foram marcados por meio da
alteracdo na ecogenicidade, observada no local de aplicacdo das células, em relacdo as
fibras musculares adjacentes.

Foram realizadas duas biopsias no masculo gluteus medius direito desses animais,
sendo a primeira no dia zero e a segunda, 24h apdés o transplante das células, ou seja, no
trigésimo primeiro dia do experimento. E importante salientar que a segunda bidpsia foi
realizada logo ao lado do local onde foi feita a primeira biopsia. Portanto, baseado nas
mensuracOes realizadas ao exame ultrassonografico, vinte e quatro horas ap6s o
transplante, foi realizada uma bidpsia muscular possibilitando a colheita do fragmento
muscular no local onde as células foram implantadas. As amostras musculares foram
congeladas e avaliadas por meio de técnicas histoldgicas e histoquimicas.

A bidpsia foi realizada no musculo gluteus medius, utilizando uma agulha tipo
Bergstrom 6,0 (6 mm), conforme PADILHA et al., (2008). Para isso, uma linha
imaginaria foi tracada da tuberosidade coxal até a crista iliaca e numa distancia em
torno de 20 cm da primeira foi feita a tricotomia e anestesia local para posterior
introdugdo da agulha. Depois de obtido o fragmento muscular, esse material foi
submetido ao corte em criostato (-20° C) e analisado através de coloracGes histoldgicas

e histoquimicas.

3. RESULTADOS

No grupo 2 (Autdlogo), os resultados revelaram uma média de expressdo negativa
para CD34 (0,51%) e positiva para CD44 (81,68%) e CD90 (87,72%); No grupo 3
(Alogénico), os resultados revelaram uma média de expressdo negativa para CD34
(1,82%) e positiva para CD44 (92,10%) e CD90 (81,03%), caracterizando as celulas
cultivadas como CTMs (Tab. 1).



Tabela 1: Caracterizagdo imunofenotipica das CTMs no grupo 2 (autdlogo) e grupo 3 (alogénico).
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Animal 1 2 3 4 5 Média
CD34 (%) 025 007 161 034 031 0,51

G2 |CD44 (%) 8557 7364 8385 9605 81,68 81,68
CD90 (%) 9591 7374 8251 96,83 97,81 87,72
CD34 (%) 195 178 234 205 1,00 1,82

G3 |CD44(%) 87,85 91,94 8919 8683 96,35 92,10
CD90 (%) 97,52 6958 94,75 9396 64,54 81,03

Os resultados observados apds a diferenciacdo celular demonstraram a presenca

de vacuolos de lipidios intracelular, corados com Oil Red, na diferenciacdo adipogénica

(Fig. 1a); modificagdo morfoldgica e calcificacdo da matriz extracelular, além de

aglomerados de células arredondadas, semelhantes a osteoblastos, corados com Alizarin

Red, na diferenciacdo osteogénica (Fig. 1b) e a presenca de areas metacromaticas

indicando a presenca de matriz extracelular rica em proteoglicano, na diferenciacao

condrogénica (Fig. 2).

B

Figura 1 — Diferenciacdo celular. (A) Diferenciacdo adipogénica apresentando vaclolos de lipidios
intracelular, corados com Oil Red, aumento de 40x; (B) Diferenciacdo osteogénica apresentando
calcificacdo da matriz extracelular, corados com Alizarin Red, aumento de 20x.
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Figura 2 - Diferenciagdo condrogenica. A e B) Micro pellet corado com Hematoxilina e eosina. Nota-se
uma regido mais densa no corte histoldgico compativel com deposicdo de matriz. C e D) Micro pellet
corado com azul de toluidina. Nota-se a presenca de areas metacromaticas em rosea (seta preta) indicando
a presenca de matriz extracelular rica em proteoglicano. Adicionalmente, nota-se a presencga de lacunas
(regido da seta vermelha) possivelmente contendo condrocitos.

A marcacéo das CTMs com nanocristal Qtracker 655®, baseado no protocolo do
fabricante, demonstrou ser uma técnica eficaz, sendo possivel visualizar alta

fluorescéncia citoplasmatica (cor vermelha) nas células nanomarcadas (Fig. 3).

=v.

Figura 3 — CTMs em cultivo, aumento de 20x. (A) CTMs com aproximadamente 80% de confluéncia; (B)
CTMs marcadas com o nanocristal Qtracker 655°.

Para a aplicacdo as CTMs foram marcadas com o0 nanocristal, suspensas em
100uL de PBS e inoculadas utilizando uma agulha hipodérmica 40x12mm. O momento
da aplicacdo também foi guiado com o auxilio do Ultrassom MyLab 70, sendo possivel
mensurar a profundidade e o local onde as células foram transplantadas. A imagem
ultrassonografica revelou uma area hiperecéica em relacdo as fibras musculares

adjacentes (Fig. 4), facilitando a localizacao das células no momento do transplante.
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Figura 4 — Aplicacdo de CTMs marcadas com nanocristal no tecido muscular. (A) Aplicacdo guiada por
US, utilizando agulha 40x12; (B) Suspensdo das células em 100 pL; (C) Visualizacdo da agulha
penetrando no musculo no US; (D) Aplicacéo das células, exibindo uma imagem hiperecéica em relagdo
as fibras adjacentes.

Apesar da leitura do nanocristal ser feita no filtro vermelho (devido ao seu
comprimento de onda 655), primeiramente as células foram lidas no filtro azul, pois
facilitava a localizacdo das mesmas, sendo possivel visualizar as fibras musculares.

A avaliagdo histologica, por meio de Hematoxilina-eosina (HE), da regido
transplantada com CTMs mostrou que a integridade do tecido foi mantida e apresentou-
se marcada quando visualizada em microscépio de fluorescéncia (Fig. 5).

Dentre as dez laminas analisadas para identificacdo de células-tronco por meio de

nanocristais Qtracker®, todas apresentaram fluorescéncia quando examinadas por meio

do microscopio fluorescente. Em contrapartida, o controle ndo apresentou fluorescéncia
(Fig. 6).

Figura 5 — Grupo tratado. (A) Coloracdo de HE na regido transplantada com CTMs no musculo gluteus medius.

Aumento de 20x; (B) CTMs marcadas, visualizadas em filtro azul; (C) Visualizacdo de CTMs marcadas com

Qtracker® 655 em filtro vermelho (detalhe).
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Figura 6 — Grupo controle. (A) Coloracdo de HE na regido transplantada com PBS no musculo gluteus medius.

Aumento de 20x; (B) Visualizacao em filtro azul; (C) Visualizago em filtro vermelho.

4. DISCUSSAO

Baseado nos critérios da ISCT e de acordo com as descri¢cdes de Koch et al.,
(2009), a propriedade das CTMs de aderéncia a placa de cultura ndo é suficiente para
considerar a populacdo celular purificada. Portanto, foi necessaria a caracterizacao
celular através de citometria de fluxo e diferenciacdo celular nas linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica.

As analises no citbmetro revelaram uma expressao negativa para CD34; positiva
para CD44 e CD90. Os resultados encontrados para CD34™ e CD44" estdo de acordo
com a descricdo de Copland et al, (2008), que descreveram a reacdo cruzada entre 0s
anticorpos especificos para a espécie canina com os epitopes de equinos. J& a marcagao
CD90", vem de encontro com a descricdo de Ocarino et al., (2008) e Kode et al., (2009),
0s quais relataram que as células hematopoiéticas e fibroblastos, que possam estar
presentes no cultivo, ndo expressam esses marcadores.

Quanto ao critério de diferenciacdo celular, a presenga de vacuolos ricos em
lipideos, corados com Qil-Red, foi utilizada para detectar a indugdo adipogénica,
estando os resultados semelhantes aos encontrados por Maciel (2010). A diferenciagédo
osteogénica foi confirmada pela deposicdo de calcio no meio extracelular através da
coloracdo pelo Alizarin Red, observando-se modificacdo da morfologia celular de
aspecto fusiforme (tipico de MSC) para cubdide. Esta modificacdo é considerada um
indicativo da ocorréncia de diferenciacao celular e esta de acordo com o encontrado por
Jaiswal et al. (1997).

Os nanocristais fluorescentes utilizados no presente trabalho apresentaram
excelente marcacgéo celular, podendo ser observados no tecido muscular. O protocolo

para marcacdo das células com Qtracker 655° foi rapido, de facil execucdo e
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proporcionou étimos resultados, apresentando alta fluorescéncia. Esses resultados estdo
de acordo com a descricdo de Oliveira et al., (2009), os quais descreveram que 0
atrativos dessa tecnologia sdo a simplicidade da marcacdo e a facil e indiscutivel
deteccdo do sinal fluorescente emitido.

Donaldson et al., (2004) e Garon et al., (2007) descreveram que a fluorescéncia do
nanocristal poder ser detectada por pelo menos quatro geracdes celulares, podendo
ainda permanecerem marcadas por até duas semanas em algumas células. Portanto, o
periodo de 24h, definido para bidpsia e identificacdo das células marcadas, no tecido
muscular, se mostrou satisfatério e de acordo com a literatura, uma vez que a
fluorescéncia encontrada foi evidente e estava dentro do periodo descrito para
visualizacao.

A grande dificuldade observada nesse trabalho foi a recuperacdo dessas células no
tecido. Uma das explicacdes para isso seria o fato de ndo estarmos realizando a bidpsia
no local exato do transplante e por isso, passamos a utilizar o US como auxilio.
Portanto, analisando as descri¢cdes de Ayub-Guerrieri (2008), que relatou a visualizacao
de células-tronco marcadas e inoculadas em musculo de camundongos em um periodo
de até trés dias, podemos dizer que a bidpsia realizada vinte e quatro horas apds o
transplante das CTMs marcadas em nosso experimento estd dentro de um periodo de
visualizacao da fluorescéncia no masculo.

Apesar da alta fluorescéncia observada, poucas células marcadas foram
encontradas no local. A deteccdo do local do transplante foi guiada por US, descartando
a possibilidade de a bidpsia ter sido realizada em local diferente de onde as células
foram implantadas. Esse fato pode ser explicado baseado nas pesquisas de Oliveira et
al., (2009), que realizaram um estudo utilizando CTMs de corddo umbilical humano,
marcadas com o nanocristal Qtracker 655® em suinos com infarto do miocardio
induzido. Os animais foram sacrificados sete dias ap6s o transplante e as analises dos
cortes histologicos do coragdo mostraram que um numero pequeno de CTMs ficou
retido no local. Em média, observaram-se duas células marcadas em cada corte
correspondente a regido infartada. Adicionalmente, nesse estudo foram aplicadas dez
milhdes de células (1x10’), quando comparadas & nossa pesquisa, onde foram
transplantadas em média aproximadamente dois milhdes de células (2,37x10°).
Portanto, a visualizacdo de poucas células marcadas em nosso estudo estd de acordo
com as descricdes de Oliveira et al., (2009), ressaltando-se ainda a necessidade de

identificacdo futura dessas células por meio de imunohistoquimica para excluir, por
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exemplo, a possibilidade de visualizacdo de macrofagos que fagocitaram células
marcadas.

Segundo pesquisas de Ayub-Guerrieri (2008), que utilizaram camundongos como
estudo, um dos obstaculos encontrados no caso das terapias celular e génica para
doencas envolvendo células largamente distribuidas pelo corpo, como as celulas
musculares, é o desafio de disseminar as células ou os genes transplantados para 0s

tecidos ou 6rgdos afetados.
5. CONCLUSAO

As células coletadas, isoladas e cultivadas preencheram os critérios exigidos pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular, sendo portanto classificadas como células-
tronco mesenquimais, pois apresentaram aderéncia ao plastico, morfologia
fibroblastdide, expressdo por meio de citometria de fluxo de CD34", CD44", CD90",
assim como diferenciacdo nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica.

A marcagéo celular utilizando o nanocristal Qtracker 655 foi eficaz e possibilitou
a deteccdo das CTMs marcadas no mauasculo gluteus medius, por meio de
imunofluorescéncia, 24h apos o transplante.

A utilizacdo do US proporcionou detectar as CTMs marcadas com o nanocristal
Qtracker 655®, no musculo gluteus medius, no momento do transplante quando

comparado com o controle.
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